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Οι Coxsackie B ιοί αποτελούν μέλη του γένους των εντεροϊών. Οι εντεροϊοί ανήκουν στην 
οικογένεια των Picornaviridae, η οποία περιλαμβάνει μικρούς RNA ιούς θετικής πολικότητας 
μήκους ~7500 νουκλεοτιδίων. Προκαλούν μια ευρεία ποικιλία συμπτωμάτων ως αποτέλεσμα 
της προσβολής του κεντρικού νευρικού συστήματος, του μυοκαρδίου, των σκελετικών μυών, 
του παγκρέατος, του δέρματος και των βλεννωδών μεμβρανών. Παρά την ευρέως 
διαδεδομένη φύση των λοιμώξεων από εντεροϊούς και τη μεγάλη ποικιλία των κλινικών τους 
συμπτωμάτων, υπάρχουν ορισμένοι παράγοντες όπως η ηλικία, το φύλο και η κοινωνικο-
οικονομική κατάσταση, που παίζουν σημαντικό ρόλο στη μετάδοση τους. Οι εντεροϊοί 
μεταδίδονται σε συνθήκες φτωχής υγιεινής και μπορούν να επιζήσουν ακόμα και σε 
συνθήκες εξαιρετικά χαμηλών θερμοκρασιών. Η διάγνωση της μόλυνσης με εντεροϊούς και ο 
χαρακτηρισμός τους μπορεί να είναι πολύπλοκη διαδικασία, είτε λόγω περιορισμών των 
διαγνωστικών μεθόδων είτε λόγω των βιολογικών και επιδημιολογικών χαρακτηριστικών 
των εντεροϊών. Λόγω του υψηλού ρυθμού μεταλλάξεων και της ύπαρξης γεγονότων 
ανασυνδυασμού απαιτείται πλέον ο ταυτόχρονος μοριακός χαρακτηρισμός διαφόρων 
περιοχών του γενώματός τους. Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η εύρεση εκκινητικών 
μορίων που στοχεύουν σε διάσπαρτες περιοχές του γονιδιώματός των Coxsackie B ιών και ο 
έλεγχός τους στα έξι πρότυπα και σε δώδεκα κλινικά στελέχη τα οποία ήταν διαθέσιμα στο 
εργαστήριο. Η γρήγορη ανίχνευση και ταυτοποίησή  τους, επιτυγχάνεται πλέον με την 
εφαρμογή των σύγχρονων μοριακών μεθόδων RT-PCR, στοχεύοντας και ενισχύοντας 
τμήματα σε διάφορες περιοχές του γονιδιώματός τους. Για τις διαδικασίες αυτές 
χρησιμοποιήθηκαν 6 ζεύγη κατάλληλων εκκινητών στοχεύοντας σε έξι διαφορετικές 
περιοχές του ιικού γενώματος. Τα αποτελέσματα για τα πρότυπα στελέχη ήταν απολύτως 
ικανοποιητικά και για τα έξι ζέυγη εκκκινητών που χρησιμποιήθηκαν καθώς και για την 
ευαισθησία που παρουσίασαν. Όσον αφορά στα κλινικά στελέχη τρία ζεύγη ήταν εξίσου 
αποδοτικά όσο και στα πρότυπα, ενώ τα υπόλοιπα τρία δεν κατάφεραν να ενισχύσουν όλα τα 
δείγματα που δοκιμάστηκαν.  Η ενίσχυση διαφόρων γονιδιακών τόπων διευκολύνει τον 
σχεδιασμό νέων εκκινητών στο γονιδίωμα δίνοντας την δυνατότητα για τον μοριακό 
χαρακτηρισμό και την συγκέντρωση πληροφοριών από όλο το γονιδίωμα οποιουδήποτε 
στελέχους  Coxsackie B. 
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Coxsackie B viruses are members of the Enteroviruses genus belonging to the Picornaviridae 
family, which includes small nonenveloped RNA positive-stranded (ssRNA) viruses, with a 
genome length of 7500 nucleotides. Picornaviridae are responsible for a wide variety of 
symptoms as a result of the infection of the central nervous system, myocardium, skeletal 
muscle, pancreas, skin and mucous membranes. Despite the widespread nature of 
enteroviruses infections and the wide variety of their clinical symptoms, there are certain 
factors like age, gender and socio-economic status, which play an important role in their 
transmission. Enteroviruses are transmitted under poor hygiene conditions and can survive 
even under conditions of cold temperatures. The detection and identification of enteroviruses 
is a complex process, either because of limitations in diagnostic tools or because of biological 
and epidemiological features of enteroviruses. Furthermore, enteroviral genome evolves 
rapidly due to the accumulation of mutations and recombination events. Thus, in order to 
characterize an enteroviral strain information in several parts of the genome is required. In 
the present study the detection and molecular characterization of all six prototype Coxsackie 
B viruses and in twelve clinical strains is reported. The rapid detection and identification of 
Coxsackie B viruses, as well as all enteroviruse serotypes, is now achieved with the 
application of molecular methods such as RT-PCR, targeting and amplifying several parts of 
the viral genome. In the present study, six primer pairs were selected for the amplification of 
six genomic regions of all six prototype and twelve clinical strains of Coxsackie B viruses. 
Out of the six pairs of primers that were tested, all of them worked equally well in all 
prototype strains. In clinical strains, three of the primer pairs were incapable to amplify the 
targeted genomic region.  The amplification of various genetic parts of enteroviruses will 
facilitate the design of new primers, making possible the molecular characterization and the 
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Το γένος των εντεροϊών της οικογένειας Picornaviridae αποτελείται από πάνω από 300 
ορότυπους ( Πίνακας 1),οι περισσότεροι των οποίων είναι γνωστά ανθρώπινα παθογόνα και 
κυκλοφορούν ευρέως σε όλο τον κόσμο. Η οικογένεια των Picornaviridae απαρτίζεται από 
μία μεγάλη ομάδα μικρών, μη-ελυτροφόρων, μονόκλωνων RNA – ιών θετικής πολικότητας. 
Σύμφωνα με την πιο πρόσφατη αναφορά της Διεθνούς Επιτροπής Ταξινόμησης των Ιών 
( International Committee of Taxonomy of Viruses-ICTV) οι Εντεροϊοί (Enteroviruses) 
αποτελούν ένα από τα δώδεκα γένη της οικογένειας αυτής. Οι Picorna ιοί ταξινομούνται στα 
εξής δώδεκα γένη: τους Aphthoviruses, τους Avihepatoviruses, τους Cardioviruses, τους 
Enteroviruses, τους Erboviruses, τους Hepatoviruses, τους Kobuviruses, τους Parechoviruses, 
τους Sapeloviruses, τους Senecaviruses, τους Tescoviruses και τους Tremoviruses (Knowles 
et al., 2012). 
Κάθε γένος αποτελείται από αντιγονικώς διακριτά στελέχη τα οποία διακρίνονται με βάσει 
τις ομοιότητες στις φυσικοχημικές ιδιότητες του ιοσωματίου, της γενωμικής αλληλουχίας, 
της οργάνωσης του γονιδιώματος αλλά και λοιπές φυσικοχημικές ιδιότητές τους όπως η 
ιδανική θερμοκρασία πολλαπλασιασμού και η επιτρεπτή οξύτητα του περιβάλλοντός τους. 
Οι ανθρώπινοι εντεροϊοί αποτελούνται από 80 αντιγονικά διακριτούς ορότυπους, οι οποίοι με 
βάση τις ασθένειες που προκαλούν στους ανθρώπους αλλά και την παθογένειά τους στα 
πειραματόζωα κατηγοριοποιούνται σε 8 είδη, 4 από τα οποία παρουσιάζουν παθογένεια στον 
άνθρωπο: οι Πολιοϊοί (PV, ορότυποι 1-3), οι Coxsackie A (CAV, ορότυποι 1-24), οι 
Coxsackie B (CBV, ορότυποι 1-6) και οι Echo ιοί (Ε, ορότυποι 1-33) (Knipe and Howley,et 
al., 2007). Παρά τη σημαντικότητα των αντιγονικών ιδιοτήτων, με την ανάπτυξη μοριακών 
μεθόδων ταυτοποίησης το ταξινομικό σύστημα εξελίχθηκε, με αποτέλεσμα το γένος των 
εντεροϊών να χωρίζεται σε 12 είδη εκ των οποίων τα εφτά προσβάλλουν τον άνθρωπο 
( Εικόνα 2). Οι ανθρώπινοι εντεροϊοί πλέον ταξινομούνται σε τέσσερα είδη HEVA-HEVD. 
 
 
Εικόνα 1:Coxsackie B4 virus. 
 Οι Coxsackie B ιοί (CVB) αποτελούν μία από τις 
υποοικογένειες των εντεροϊών και έχουν συσχετιστεί με μια 
ποικιλία ασθενειών του ανθρώπου που κυμαίνονται από 
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συμπτώματα κοινού κρυολογήματος, ήπια γαστρεντερική δυσφορία έως και περικαρδίτιδα, 
μυοκαρδίτιδα, παγκρεατίτιδα και μηνιγγίτιδα. Οι Coxsackie B ιοί κατατάσσονται στην ομάδα 
Β των ανθρώπινων εντεροϊών και έχουν αναγνωριστεί έξι ανοσολογικά διακριτοί ορότυποι 





Εικόνα 2: Απεικόνιση φυλογενετικών σχέσεων και αποστάσεων μεταξύ των μελών της 
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23 : coxsackievirus A2:CV-A2-CV-A8, 
CV-A10, CV-A12, CV-A14, CV-A16 
enterovirus (EV):A71, EV-A76, EV-A89, 
EV-A90, EV-A91, EV-A92, EV-114, EV-







60 : coxsackievirus B1:CV-B1-CV-B6, CV-
A9, echovirus 1 (E-1; incl. E-8), E-2-E-7, E-9 
(incl. CV-A23), E-11-E-21, E-24-E-27, E-29-
E-33 enterovirus B69 (EV-B69), EV-B73-
EV-B75, EV-B77-EV-B88, EV-B93, EV-B97, 
EV-B98, EV-B100, EV-B101, EV-B106, EV-





23 : poliovirus (PV) 1, PV-2, PV-3, 
coxsackievirus A1 (CV-A1), CV-A11, CV-
A13, CV-A17, CV-A19, CV-A20-CV-A22, 
CV-A24, EV-C95, EV-C96, EV-C99, EV-
C102, EV-C104, EV-C105, EV-C109, EV-
C113, EV-C116, EV-C117 & EV-118 
Enterovirus D 
 
5 : enterovirus D68 (EV-D68), EV-D70, EV-





4 (proposed): enterovirus E1 (EV-E1), EV-
E2, EV-E3 & EV-E4 
Enterovirus F 
 
6  (proposed): enterovirus F1 (EV-F1), EV-




6 : enterovirus (EV) G1 to G6 (formerly 




1 : enterovirus H1 (EV-H1) 
 
Enterovirus J 
6 : simian virus 6 (SV6), enterovirus J103 






77 : human rhinovirus (HRV) A1, A2, A7-
A16,A18-A25, A28-A34, A36, A38-A41, 
A43-A47,A49-A551,A53-A68,A71, A73-




25 : human rhinovirus (HRV) B3-B6,B14, 
B17, B26, B27, B35, B37, B42, B48, B52, 
B69, B70, B72, B79, B83, B84, B86, B91-
B93, B97 and B99 
Rhinovirus C 
 
51 : human rhinovirus (HRV) C1-C51 
Πίνακας 1: Ταξινόμηση όλων των οροτύπων των Εντεροΐών. 
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1.2 Δομή και οργάνωση γονιδιώματος Εντεροϊών 
 1.2.1 Δομή καψιδίου 
Το γονιδίωμα των εντεροιών περιβάλλεται από ένα σχετικά μικρό (30nm), μη-ελυτροφόρο 
εικοσαεδρικής συμμετρίας πρωτεϊνικό καψίδιο, το οποίο αποτελείται από 60 αντίγραφα 
τεσσάρων πρωτεϊνών VP1, VP2, VP3 και VP4, οι οποίες προκύπτουν από πρωτεόλυση της 
ιϊκής πολυπρωτεΐνης (Rueckert R.R., 1985). Η συγκρότηση του ώριμου καψιδίου γίνεται 
μέσω των ονομαζόμενων πρωτομερών, τα οποία απαρτίζονται από αντίγραφα των VP1, VP3 
και μιας πρόδρομης πρωτεΐνης, της VP0 στην οποία οι VP4 και VP2 είναι ομοιοπολικά 
συνδεδεμένες και αποτελούν τη βασική μονάδα του καψιδίου (Rossman et al., 1989). Τα τρία 
πολυπεπτίδια VP0, VP3 και VP1 αλληλεπιδρούν μεταξύ τους και από την συσσωμάτωση των 
πρωτομερών τους σχηματίζονται τα πενταμερή (VP0, VP3,VP1)5]. Δώδεκα από αυτά τα 
πενταμερή συναρμολογούνται για να σχηματίσουν το «προκαψίδιο» [(VP0,VP3,VP1)5]12. 
Κατά το στάδιο της καψιδίωσης όπου το RNA «πακετάρεται» στα ιικά σωματίδια, 
πραγματοποιείται η «αντίδραση ωρίμανσης». Η διάσπαση της VP0 στις VP4 και VP2 
αποτελεί το τελευταίο στάδιο ωρίμανσης του γενετικού υλικού στο καψίδιο και της 
σταθεροποίησης του ώριμου πλέον ιού. Οι VP1, VP2 και VP3 σχηματίζουν το εξωτερικό 
στρώμα του καψιδίου,  ενώ η VP4, που είναι η μικρότερη από τις καψιδιακές πρωτεΐνες, 
βρίσκεται εξ ολοκλήρου στο εσωτερικό του καψιδίου, κάτω από τις υπόλοιπες πρωτεΐνες 
(Stanway G., 1990, Racaniello 2007). ( Εικόνα 3.). Το ώριμο ιικό σωμάτιο χαρακτηρίζεται 
από μεγάλη σταθερότητα και ανθεκτικότητα σε ισχυρά απορρυπαντικά όπως το SDS, σε 
πρωτεολυτικά ένζυμα και σε όξινο pH (~3) (Pfister et al. 1999). 
 
To καψίδιο χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη τριών αξόνων συμμετρίας. Τα πρωτομερή 
συνδυάζονται μεταξύ τους γύρω από τον πενταμερή άξονα συμμετρίας και δημιουργούν τα 
πενταμερή ενώ μεταξύ των πενταμερών βρίσκονται ο τριμερής και ο διμερής άξονας 
συμμετρίας. Συγκεκριμένα, πέντε μόρια της VP1 περιβάλλουν τον πενταμερή άξονα 
συμμετρίας, ενώ οι VP2 και VP3 εναλλάσσονται γύρω από τον τριμερή άξονα συμμετρίας 
(Pfister et al. 1999). 
 
Η εξωτερική επιφάνεια του ιού χαρακτηρίζεται από προεξοχές και αυλακώσεις. 
Σημαντικότερη είναι μια βαθιά «αυλάκωση» (canyon) που βρίσκεται σε σταθερή ακτίνα 
γύρω από τον άξονα πενταπλούς συμμετρίας και στα πλάγια της βρίσκονται τμήματα των 
VP1 και VP3 που εμπλέκεται στην προσκόλληση του ιού σε υποδοχείς των κυττάρων – 
ξενιστών. Συγκεκριμένα στο εσωτερικό της «αυλάκωσης» υπάρχουν κατάλληλες περιοχές 
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που μπορούν να ενωθούν με μικρά, συγκεκριμένα τμήματα που προεξέχουν από τους 
κυτταρικούς υποδοχείς, επιτρέποντας την προσκόλληση του ιού στο κύτταρο – ξενιστή 
(Colston & Racaniello 1994). Επιπλέον, οι περιοχές αυτές λόγω της μεγάλης εξειδίκευσης 
της αλληλεπίδρασής τους με τους κυτταρικούς υποδοχείς, διατηρούνται φυλογενετικά μεταξύ 
διαφορετικών στελεχών, από την άλλη όμως καθίστανται ευπαθείς στα αντισώματα. Ωστόσο, 
προστατεύονται από την άμυνα του ξενιστή, λόγω της θέσης τους στο εσωτερικό της 
αύλακας (Stanway G., 1990). Αντίθετα, περιοχές του ιικού καψιδίου που έχουν μικρή 
λειτουργική σημασία για τον ιό, παραμένουν στερεοδομικά απροστάτευτες στην περιφέρεια 
της αύλακας και λειτουργούν ως επίτοποι. Αν και οι επίτοποι αυτοί βρίσκονται σε σημεία 
ευπρόσιτα για τα αντισώματα, η ανοσολογική αντίδραση μπορεί να αποφευχθεί εξαιτίας της 
ευμεταβλητότητας των περιοχών αυτών, με αποτέλεσμα την εξέλιξη νέων οροτύπων. 
 
 
Εικόνα 3: Ατομικό μοντέλο της δομής του ώριμου καψιδίου των εντεροΐών. α) Κάθε 
πρωτομερές  σχηματίζεται από τα προϊόντα πρωτεολυτικής διάσπασης της πολυπρωτεΐνης Ρ1. 
Φαίνονται οι πρωτεΐνες VP1 (μπλε), VP2 (πράσινο), VP3 (κόκκινο), και VP4 (κίτρινο) που 
σχηματίζουν το εικοσάεδρο. β) Πέντε πρωτομερή συγκεντρώνονται σε ένα πενταμερές 
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1.2.2 Δομή του γονιδιώματος 
Το καψίδιο των Picorna ιών εσωκλείει ένα μονόκλωνο RNA θετικής πολικότητας που στους 
εντεροϊούς έχει μήκος περίπου 7500 νουκλεοτίδια (Melnick J.L., 1990), το οποίο είναι 
ομοιοπολικά συνδεδεμένο στο 5' άκρο του με μια μικρή πρωτεΐνη 22 αμινοξέων, 
κωδικοποιούμενη από τον ιό, την VPg, η οποία φαίνεται να συμμετέχει στον 
πολλαπλασιασμό του γενώματος, στον εγκλεισμό του στο καψίδιο και στη συγκρότηση των 
ιϊκών σωματιδίων (Nomoto et al., 1977). Τα επιμέρους τμήματα του γενετικού υλικού των 
εντεροϊών περιλαμβάνουν: την 5’ μη κωδική περιοχή (5’UTR), με υψηλά διατηρημένες 
δομές σημαντικές για την έναρξη της αντιγραφής και της μετάφρασης, το μεγάλο ενιαίο 
ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF), που κωδικοποιεί για μια πολυπρωτεΐνη περίπου 250 kDa, 
η οποία υφίσταται πρωτεολυτική επεξεργασία από ιικές πρωτεάσες για την παραγωγή 
δομικών και μη δομικών πρωτεϊνών, την 3’ μη κωδική περιοχή (3’UTR) και την 
πολυαδενυλιωμένη περιοχή (poly(A)-tract) 60 νουκλεοτιδίων η οποία διαδραματίζει έναν 
ρόλο στη σταθερότητα του RNA και την μολυσματικότητα του ιού (Εικόνα 4.). 
Σήμερα, η αλληλουχία του γονιδιώματος όλων των Eντεροϊών είναι γνωστή και διατίθεται 




Εικόνα 4: Οργάνωση του γονιδιώματος των εντεροϊών. Στο 5’ άκρο της 5’ UTR είναι 
προσδεδεμένη η VPg πρωτεΐνη, κωδικοποιημένη από τον ίδιο τον ιό και στο 3’ άκρο της 3’ 
UTR βρίσκεται η πολυ Α ουρά. Η κωδική περιοχή χωρίζεται σε τρία τμήματα, τα P1, P2 και 
P3. Η Ρ1 περιοχή κωδικοποιεί για τις δομικές πρωτεΐνες ενώ οι Ρ2 και Ρ3 περιοχές 
κωδικοποιούν για τις λειτουργικές πρωτεΐνες του ιού. 
 
1.2.3 5’-Αμετάφραστη περιοχή (5’UTR) 
Η 5’UTR είναι μια περιοχή περίπου 750 νουκλεοτιδίων (8-12% του γενώματος) η οποία 
διαδραματίζει πολύ σημαντικό ρόλο, γεγονός που φαίνεται από την υψηλά διατηρημένη δομή 
της μεταξύ των διαφόρων οροτύπων των Εντεροϊών. Μεταξύ κοντινών φυλογενετικά ιών η 
5’UTR παρουσιάζει πολύ μεγάλη ομοιότητα ως προς την αλληλουχία των βάσεων, καθώς 
περιέχει μεγάλα τμήματα νουκλεοτιδίων που διατηρούνται πλήρως ή μερικώς από είδος σε 
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είδος (Stanway et al., 1984). Το συγκεκριμένο γεγονός υποδηλώνει ότι η 5’UTR επηρεάζει 
την παθογένεια του ιού, η οποία είναι άμεσα συνδεδεμένη με την αλληλουχία των 
νουκλεοτιδίων αυτής της περιοχής. Οι συντηρημένες αυτές αλληλουχίες της 5’UTR 
εμπλέκονται στον εγκλεισμό του RNA στο ιικό καψίδιο και στον πολλαπλασιασμό του ιού. 
Ένα άλλο χαρακτηριστικό της 5’UTR των εντεροϊών είναι ότι έχει, σε κάποιο βαθμό, 
διαφορετική σύσταση νουκλεοτιδίων από το υπόλοιπο γένωμα. Η μεγάλη περιεκτικότητα σε 
νουκλεοτίδια G-C, συγκριτικά με το υπόλοιπο γονιδίωμα, υποδηλώνει την ύπαρξη 
δευτεροταγούς δομής (Stanway et al., 1984). Περιλαμβάνει 7 ξεχωριστά δομικά στοιχεία 
RNA (I-VII) και χωρίζεται σε 3 περιοχές: στο cloverleaf (Ι) και στο IRES (Internal ribosome 
entry site) που περιλαμβάνει τα δομικά ςτοιχεία ΙΙ-VI και σε μια λιγότερο διατηρημένη 
αλληλουχία 154 νουκλεοτιδίων η οποία βρίσκεται μεταξύ της δομής IRES και του ανοιχτού 
πλαισίου ανάγνωσης (Wimmer et al., 1993) (Εικόνα 5.). Η περιοχή cloverleaf αποτελεί μια 
δομή σχήματος τριφυλλιού η οποία είναι σημαντική για τη σταθερότητα του RNA και για 
την έναρξη της αντιγραφής του θετικής πολικότητας κλώνου (Melchers et al., 2006). Το 
στοιχείο IRES είναι υπεύθυνο για τη μετάφραση και τη μολυσματικότητα του ιού (Kauder 
and Racaniello, 2004). Πιο συγκεκριμένα, τα ριβοσώματα και οι κυτταρικοί παράγοντες της 
μετάφρασης, αρχικά προσδένονται στο εσωτερικό του IRES και στη συνέχεια μετακινούνται 
μέχρι το κωδικόνιο έναρξης ώστε να ξεκινήσει η διαδικασία της μετάφρασης. 
 
Εικόνα 5: : Δευτεροταγής δομή της 5’UTR περιοχής του γενώματος των εντεροϊών. Η δομή 
Ι αντιστοιχεί στο cloverleaf ενώ οι δομές ΙΙ-VI αποτελούν το IRES (Yozwiak, Nathan L.et al., 
2010). 
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1.2.4 Ανοιχτό πλάισιο ανάγνωσης (ORF) 
Το γονιδίωμα των Εντεροιών, όπως και όλων των ιών RNA θετικής πολικότητας, είναι από 
μόνο του μολυσματικό μόλις μπει στο κύτταρο ξενιστή, καθώς μεταφράζεται απευθείας για 
την παραγωγή των ιικών πρωτεϊνών που είναι απαραίτητες για την αντιγραφή του. Το 
μονοκιστρονικό ιικό RNA, κωδικοποιεί μια πολυπρωτεΐνη περίπου 250 kDa, η οποία 
αποτελείται από 2 περιοχές, τη δομική και τη λειτουργική. Μετά από πρωτεολυτική 
διάσπαση της πολυπρωτεΐνης προκύπτουν οι δομικές (VP1, VP2, VP3, VP4) και 
λειτουργικές(2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, 3D) πρωτεΐνες του ιού καθώς και ενδιάμεσες ιικές 
πρωτεΐνες όπως οι VP0, 2BC, 3AB και 3CD (Racaniello 2007) (Εικόνα 6.). Οι γενετικές 
πληροφορίες για την παραγωγή των λειτουργικών πρωτεϊνών κωδικοποιούνται από τις P2 και 
P3 μη δομικές περιοχές του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης (Stanway G., 1990). Συγκριτικές 
μελέτες μεταξύ μη δομικών πρωτεϊνών από διάφορους Picorna ιούς έδειξαν ότι οι πρωτεΐνες 
αυτές διατηρούνται φυλογενετικά περισσότερο από ότι οι καψιδικές πρωτεΐνες, 
αντικατοπτρίζοντας την έλλειψη εξελικτικής πίεσης από το ανοσοποιητικό σύστημα των 
θηλαστικών που προσβάλλονται από εντεροϊούς, προς τις πρωτεΐνες αυτές. 
 
 
Εικόνα 6: Χάρτης του γονιδιώματος των εντεροϊών. Παρουσιάζεται η VPg πρωτεΐνη στο 5’ 
άκρο, η 5’UTR, οι θέσεις των γονιδίων των δομικών και λειτουργικών πρωτεϊνών καθώς και 
η 3’UTR και η πολύ(Α) ουρά στο 3’ άκρο (Yanping Chen et al., 2006). 
 
 
1.2.4.1 Ιδιότητες λειτουργικών και μη λειτουργικών πρωτεΐνών 
Πρωτεΐνη 2Α: Είναι μια πρωτεάση κυστεΐνης η οποία υδρολύει πεπτιδικούς δεσμούς μεταξύ 
τυροσίνης (Tyr) και γλυκίνης (Gly). Καταλύει το πρωτεολυτικό κόψιμο μεταξύ των περιοχών 
P1 και P2 της ιϊκής πολυπρωτεΐνης, διαχωρίζοντας έτσι τις δομικές πρωτεΐνες του καψιδίου 
από τις λειτουργικές (Toyoda et al., 1986). Επίσης, ευθύνεται για την αναστολή της 
πρωτεϊνοσύνθεσης του κυττάρου ξενιστή, και για τη σταθεροποίηση του ιικού RNA. 
Η Πρωτεΐνη 2Β: Εντοπίζεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στο σύμπλεγμα Golgi και δρα 
σαν πολυμεράση. Συμμετέχει στην ιική αντιγραφή (Cuconati et al., 1998) και αυξάνει την 
διαπερατότητα των μεμβρανών (Barco et al., 1995). 
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Η Πρόδρομη Πρωτεΐνη 2BC: Είναι πρόδρομο μόριο των 2B και 2C και παρουσιάζει 
μεγαλύτερη ικανότητα αύξησης της διαπερατότητας των μεμβρανών σε σχέση με την 
πρωτεΐνη 2Β. Εντοπίζεται στις μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου και η 
σημαντικότερη ιδιότητά της είναι ότι προκαλεί την αναδιάταξη των μεμβρανών και τη 
δημιουργία κυστιδίων τα οποία συσσωρεύονται στο κυτταρόπλασμα και αποτελούν θέσεις 
ιικής αντιγραφής (Paul et al., 1998). 
Η Πρωτεΐνη 2C: Είναι μία ελικάση και παρουσιάζει δραστικότητα ATPάσης που είναι 
απαραίτητη για τον πολλαπλασιασμό του ιϊκού γενώματος (Pfister et al., 1999, Wimmer et al., 
1999). Είναι προσδεδεμένη σε μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου και συμβάλει στη 
δημιουργία του συμπλόκου αντιγραφής (Bienz et al., 1990). Παίζει σημαντικό ρόλο στην 
έναρξη της σύνθεσης του αρνητικού κλώνου ενώ η πρόσδεσή της στο 3’ cloverleaf του 
αρνητικής πολικότητας κλώνου προάγει την εκκίνηση της σύνθεσης του θετικής πολικότητας 
κλώνου (Banerjee et al., 2001). 
Η Πρωτεΐνη 3Α: Αποτελεί μέρος του συμπλόκου αντιγραφής. Εμποδίζει τη μεταφορά 
πρωτεϊνών από το ενδοπλασματικό δίκτυο στο σύστημα Golgi και μειώνει τις εκκρίσεις του 
κυττάρου (Belov et al., 2007). Δρα κατά της απόπτωσης του κυττάρου και η αμινοτελική 
περιοχή της παίζει σημαντικό ρόλο στη σύνθεση του θετικής πολικότητας κλώνου και στη 
σωστή λειτουργία της πρωτεΐνης (Towner et al., 2003). 
Η Πρόδρομη Πρωτεΐνη 3ΑΒ : Αποτελεί μέρος του συμπλόκου αντιγραφής και συμβάλλει 
στη σταθεροποίηση της VPg στις μεμβράνες για την έναρξη της σύνθεσης του RNA. 
Προσδένει την ιική DNA πολυμεράση και ευνοεί την επιμήκυνση της αλυσίδας του RNA 
(Fujita et al., 2007). Διεγείρει την  αυτοκατάλυση του πρόδρομου 3CD και διαθέτει δράση 
μορίου συνοδού (chaperonin). 
Η Πρωτεΐνη 3Β (VPg):  Χρησιμεύει σαν εκκινητικό μόριο κατά την ιική αντιγραφή (Paul et 
al., 1998) και λαμβάνει μέρος στο σχηματισμό του ιικού καψιδίου. 
Η Πρωτεΐνη 3C: Είναι μία πρωτεάση κυστεΐνης και υδρολύει δεσμούς μεταξύ γλουταμίνης 
και γλυκίνης. Είναι υπεύθυνη για την πρωτεολυτική επεξεργασία της ιικής πολυπρωτεΐνης 
(Marcotte et al., 2007). Διεγείρει την ιική μετάφραση αλλά μπορεί και να την μπλοκάρει 
προσδενόμενη στο IRES και να αναστείλει την κυτταρική μεταγραφή και μετάφραση 
(Kuyumcu-Martinez et al., 2004). 
Η Πρωτεΐνη 3CD: Διαθέτει δραστικότητα πρωτεάσης και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 
στην αντιγραφή και συγκεκριμένα στη δημιουργία κυστιδίων αντιγραφής (Marcotte et al., 
2007). Μπορεί να προκαλέσει τερματισμό της ιικής μετάφρασης και έναρξη της ιικής 
αντιγραφής (Perera et al., 2007). Διαθέτει ικανότητες πρόσδεσης στο RNA, με συνέπεια την 
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πρόσδεσή της στο cloverleaf και στο Cis Response Element (CRE) διεγείροντας την 
αντιγραφή και την ουριδιλίωση της VPg αντίστοιχα (Paul et al., 2000). Επιπλέον μέσω μιας 
αλληλουχίας πυρηνικής τοποθέτησης (Nuclear Localisation Signal) που διαθέτει μπορεί να 
εισέλθει στον πυρήνα και να διασπαστεί σε 3C και 3D. 
Η Πρωτεΐνη 3D: Αποτελεί την RNA πολυμεράση των picorna ιών. Έχει 4 διαφορετικές 
δράσεις: μπορεί να συνθέσει RNA, έχει την ικανότητα παραγωγής θετικής και αρνητικής 
πολικότητας RNA, έχει δραστηριότητα ελικάσης και είναι ικανή να προσθέτει την 
αδενυλιωμένη ουρά στο 3’ άκρο του RNA και να συμβάλει στην ολοκλήρωση της σύνθεσης 
του θετικής πολικότητας RNA (Pfister et al., 1999). 
  
1.2.5 3’ Αμετάφραστη Περιοχή (3’UTR) 
Η 3’UTR, που βρίσκεται στο 3’ άκρο του γενώματος των Picorna ιών, διαφέρει σε μήκος (~ 
70 νουκλεοτίδια) μεταξύ των διαφορετικών εκπροσώπων της οικογένειας αυτής. Η 
νουκλεοτιδική αυτή περιοχή αποτελεί το σημείο έναρξης για τη σύνθεση του κλώνου 
αρνητικής πολικότητας και είναι απαραίτητη για την φυσιολογική αντιγραφή του ιικού RNA 
(Oberste et al., 2006). Στο τέλος της η 3’-UTR φέρει μια πολυ(A) ουρά, η οποία 
κωδικοποιείται γενετικά από τον ίδιο τον ιό. Η περιοχή αυτή φαίνεται να παίζει σημαντικό 
ρόλο στη σταθερότητα του ιικού RNA, στην αντιγραφή του ιού και τη μολυσματικότητά του 
(Rohll et al., 1995). Η αλληλεπίδραση της 3’ UTR με το IRES διαδραματίζει σημαντικό ρόλο 




1.3 Υποδοχείς Εντεροΐών 
Οι σημαντικότεροι καθοριστικοί παράγοντες της έναρξης της μόλυνσης από κάποιον ιό, είναι 
διάφορα μόρια-υποδοχείς της επιφάνειας των κυττάρων-ξενιστών. Η είσοδος ενός ιού σε 
έναν οργανισμό αρχίζει με την προσκόλληση του ιού σε έναν ή περισσότερους 
εξειδικευμένους υποδοχείς στην επιφάνεια του κυττάρου – ξενιστή. Οι υποδοχείς είναι 
μακριά μόρια που προεξέχουν από την εξωκυτταρική επιφάνεια και συμμετέχουν στις 
φυσιολογικές λειτουργίες του κυττάρου. Οι εντεροϊοί χρησιμοποιούν μια μεγάλη ποικιλία 
από μόρια ως υποδοχείς, όπως πρωτεΐνες, υδρογονάνθρακες και γλυκολιπίδια. Στους 
περισσότερους εντεροϊούς, οι υποδοχείς συνδέονται με τα συντηρημένα αμινοξέα των 
πρωτεϊνών VP1 και VP3, στη σχηματιζόμενη «αυλάκωση» και προκαλούν την αναδιάταξη 
του ιικού καψιδίου (Rossman et al., 2002). Ωστόσο, υπάρχουν και υποδοχείς οι οποίοι 
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συνδέονται εξωτερικά της «αυλάκωσης» και δεν αποσταθεροποιούν το ιικό καψίδιο. Η 
αλληλεπίδραση ενός εντεροϊού με τον υποδοχέα δεν είναι πάντα επαρκής για τη είσοδό του 
στο κύτταρο και απαιτείται η παρουσία ενός δεύτερου μορίου ή υποδοχέα (συνυποδοχέα). 
 
Οι υποδοχείς για τους Coxsackie B ιούς (CVB) είναι ο CAR (Selinka Hans-Christoph,1998) 
και ο DAF/CD55 και μία πρωτεΐνη 100kDa (Selinka Hans-Christoph,et al.,1998). 
Συνεργαζόμενοι τα CAR και DAF μόρια μπορούν να σχηματίσουν ένα λειτουργικό DAF / 
CAR σύμπλοκο υποδοχέα όπως φαίνεται παρακάτω (Εικόνα 7.). Η DAF και η 100kDa 
πρωτεΐνη φαίνονται να συμμετέχουν στην προσκόλληση του CVB και στη διαμορφωτική 
μεταβολή του σε Α-σωματίδια. Η CAR, που ίσως είναι η πιο σημαντική πρωτεΐνη του 
συμπλόκου υποδοχέα, φαίνεται  να είναι υπεύθυνη για την εσωτερικοποίηση του ιού. Το 
μοντέλο δείχνει, ότι η σύνδεση και η πρόσληψη των λοιμογόνων παραγόντων σε δεκτικά 
κύτταρα-ξενιστές μπορεί να απαιτεί την συντονισμένη αλληλεπίδραση των διαφόρων 




Εικόνα 7: Σχηματική αναπαράσταση των πρωτεΐνών που λειτουργούν ως υποδοχείς των 
Coxsackie B ιών, όπου CAR( ο υποδοχέας των Coxsackie B και Adenovirus) και DAF(ο 
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Η DAF είναι μια γλυκοπρωτεΐνη συνδεδεμένη στην κυτταρική μεμβράνη μέσω 
γλυκοσυλιωμένης φωσφατίδυλο-ινοσιτόλης και βρίσκεται στην επιφάνεια των περισσότερων 
κυττάρων, προστατεύοντας τα από επίθεση από το ίδιο το ανοσοποιητικό σύστημα του 
ξενιστή. Η DAF είναι μέλος της οικογένειας των πρωτεϊνών που ρυθμίζουν την 
ενεργοποίηση του συμπληρώματος με την πρόσδεση και την επιτάχυνση της αποικοδόμησης 
των κονβερτασών, των κεντρικών ενζύμων ενίσχυσης του καταρράκτη του συμπληρώματος. 
 
Η λειτουργική, εξωκυτταρική περιοχή της DAF αποτελείται από τέσσερις μικρές 
επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες (short consensus repeats, SCR1, -2, -3, και -4), 60aa η κάθε 
μια, ακολουθούμενες από μια περιοχή 97aa O-γλυκοσυλιωμένη, πλούσια σε σερίνη και 
θρεονίνη, είναι συνδεδεμένη στην πλασματική μεμβράνη μέσω μιας άγκυρας 
γλυκοσυλιωμένης φωςφατίδυλο-ινοσιτόλης (Kuttner-Kondo, et al., 1996), (Εικόνα 8.) 
Ολόκληρο το μόριο DAF είναι σχετικά άκαμπτο, και έχει τη διαμόρφωση μιας εκτεταμένης 
ράβδου (Lukacik et al., 2004). 
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1.4 Κύκλος ζωής των Εντεροΐών 
 
1.4.1 Προσκόλληση στους κυτταρικούς υποδοχείς. 
Ο κύκλος ζωής των Coxsackie B ιών είναι όμοιος με τον κύκλο ζωής όλων των Εντεροΐών 
και μπορεί να διακριθεί σε 6 στάδια (Εικόνα 12). Ο κύκλος αρχίζει με την προσκόλληση του 
ιού στον υποδοχέα που βρίσκεται στην επιφάνεια του κυττάρου ξενιστή. Συνήθως, στους 
εντεροϊούς, οι υποδοχείς συνδέονται με τα συντηρημένα αμινοξέα των πρωτεϊνών VP1 και 
VP3, στη σχηματιζόμενη «αυλάκωση» (Rossmann et al., 2002). Οι ιοί που μόλις έχουν 
προσκολληθεί αρχικά είναι κατανεμημένοι σχετικά ομοιόμορφα στην κυτταρική επιφάνεια. 
Στη συνέχεια, οι υποδοχείς συγκεντρώνονται σε περιοχές της κυτταρικής μεμβράνης, οι 
οποίες είναι επενδυμένες στην εσωτερική τους περιοχή με κλαθρίνη. Η συγκέντρωση αυτή 
των υποδοχέων στις συγκεκριμένες περιοχές, οδηγεί στην πτύχωση της κυτταρικής 
μεμβράνης γύρω από τον προσκολλημένο ιό και στην είσοδό του μέσω ενδοκυττάρωσης στο 
εσωτερικό του ξενιστή, εντός κυστιδίων επενδυμένων με κλαθρίνη.   
 
1.4.2.Είσοδος του ιού στο κύτταρο και απελευθέρωση του γενώματός του στο εσωτερικό. 
Η είσοδος του ιικού γενώματος στο εσωτερικό του κυττάρου πραγματοποιείται με 
ενδοκύττωση. Στο κυτταρόπλασμα, η VPg πρωτεΐνη που είναι συνδεδεμένη στην 5’-UTR 
περιοχή του ιικού γενώματος αποκόπτεται από μια φωσφοδιεστεράση του κυττάρου ξενιστή. 
Η απελευθέρωση του γενώματος του ιού στο εσωτερικό του κυττάρου είναι αποτέλεσμα του 
χαμηλού pH ή της δράσης κάποιου συνυποδοχέα. Πιο συγκεκριμένα, μια αντλία πρωτονίων 
(Η+) που απαιτεί ενέργεια (ΑΤΡ) οδηγεί στη δημιουργία όξινου περιβάλλοντος εντός των 
κυστιδίων. Το όξινο αυτό περιβάλλον παρέχει τα ερεθίσματα για την απελευθέρωση της 
καψιδικής πρωτεΐνης VP4 και την αποδιάταξη των υδροφοβικών καψιδιακών περιοχών που 
βρίσκονται εντός του καψιδίου. Η σύντηξη της λιπιδικής διπλοστιβάδας του κυστιδίου, που 
περιέχει τον ιό που εισήλθε στο κύτταρο, με αυτές τις υδρόφοβες περιοχές προκαλεί τη 
μεταφορά του RNA από το ιικό σωματίδιο στο κυτταρόπλασμα. 
 
1.4.3 Μετάφραση του ιικού RNA-πρωτεόλυση της ιικής πολυπρωτεΐνης. 
Το γενετικό υλικό των εντεροϊών δρα ως mRNA και η μετάφρασή του από τα ριβοσώματα 
του κυττάρου οδηγεί σε μια πολυπρωτεΐνη, η οποία υφίσταται πρωτεολυτική διάσπαση από 
τις τρεις ιικές πρωτεάσες (2Apro, 3Cpro και 3CDpro), ώστε να παραχθούν οι δομικές και 
λειτουργικές ιικές πρωτεΐνες (Εικόνα 9.). Το 5’- άκρο των εντεροϊών δε φέρει καλύπτρα και 
επομένως δεν αναγνωρίζεται από τα ριβοσώματα κατά τον ίδιο τρόπο, αλλά τροποποιείται με 
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την προσθήκη της VPg πρωτεΐνης. Τα ριβοσώματα χρησιμοποιούν μια εσωτερική θέση 
δέσμευσης στο 5’- άκρο (Internal Ribosome Entry Site – IRES), όπου προσδένεται η 40S 
υπομονάδα του ριβοσώματος και ξεκινάει η μετάφραση. Η έναρξη της μετάφρασης ελέγχεται 
από το IRES ενώ η διαδικασία της πρωτεόλυσης από εξειδικευμένες αμινοξικές αλληλουχίες 
που είναι δίπλα στα σημεία διάσπασης. Στην έναρξη της μετάφρασης των εντεροϊών 
εμπλέκονται οι ευκαρυωτικοί παράγοντες έναρξης (eIFs) (Ochs et al., 2002 ), (Εικόνα 10.). 
Εκτός από τους παράγοντες eIFs, στο στοιχείο IRES των εντεροϊών προσδένονται και 
κάποιες κυτταρικές πρωτεΐνες οι οποίες ενισχύουν τη μετάφραση ή ρυθμίζουν την ισορροπία 
μεταξύ μετάφρασης και αντιγραφής του ιικού RNA. 
 
 











Εικόνα 10: Παράγοντες έναρξης της 
μετάφρασης. 
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1.4.4 Αντιγραφή ιικού γενώματος. 
Το ιικό γένωμα αντιγράφεται σε μεμβρανικά κυστίδια ο σχηματισμός των οποίων προάγεται 
από τις 2BC και 3C ιικές πρωτεΐνες. Το RNA (+) θετικής πολικότητας χρησιμοποιείται ως 
μήτρα για την παραγωγή του RNA (-) αρνητικής πολικότητας. H έναρξη της σύνθεσης του 
RNA από την 3Dpol απαιτεί την ουριδυλιωμένη VPg ιική πρωτεΐνη ως εκκινητή. Έτσι 
παράγεται ένα δίκλωνο μόριο RNA (replicative form, RF). Από τον αρνητικής πολικότητας 
κλώνο, συντίθενται πολλοί κλώνοι θετικής πολικότητας (Murray K. E and Barton D.J., 2003). 
Η αντιγραφή λαμβάνει χώρα στο ενδοπλασματικό δίκτυο του κυττάρου – ξενιστή. Η 
σύνθεση του αρνητικού κλώνου απαιτεί την κυκλοποίηση του γενώματος μέσω της 
δημιουργίας ενός συμπλόκου αντιγραφής στο οποίο συμμετέχουν οι πρωτεΐνες RNA 
εξαρτώμενη RNΑ πολυμεράση 3Dpol, 3CDpro, PCBP, PABP (Poly(A) Binding Protein) 
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1.4.5 Συναρμολόγηση και ωρίμανση των νέων ιικών σωματίων. 
 Η διαδικασία της συναρμολόγησης περιλαμβάνει τη συλλογή όλων των συστατικών που 
είναι απαραίτητα για το σχηματισμό του ιικού καψιδίου σε μια συγκεκριμένη θέση στο 
κύτταρο. Στους εντεροϊούς η συναρμολόγηση γίνεται στο κυτταρόπλασμα και είναι άμεσα 
συνδεδεμένη με την αντιγραφή του ιικού RNA. Το στοιχείο IRES φαίνεται να παίζει 
σημαντικό ρόλο στην είσοδο του RNA στο καψίδιο και η όλη διαδικασία φαίνεται να 
εξαρτάται και από άλλους παράγοντες, όπως η VPg (Gromeier et al., 1996). Το πρώτο στάδιο 
της συναρμολόγησης του ιικού καψιδίου περιλαμβάνει την διάσπαση της Ρ1 πρόδρομου 
πρωτεΐνης από την 3CDpro και τη δημιουργία ενός πρωτομερούς αποτελούμενο από τις VP0, 
VP1 και VP3 δομικές πρωτεΐνες. Στη συνέχεια, τα πρωτομερή συναρμολογούνται σε 
πενταμερή [(VPO, VP1, VP3)5], που είναι απαραίτητα για την καψιδίωση του RNA των 
εντεροϊών. Δώδεκα πενταμερή [(VPO, VP1, VP3)5]12 απαιτούνται για την κατασκευή ενός 
εικοσαεδρικού «προκαψιδίου» (Pfister et al., 1999). Την καψιδίωση του RNA ακολουθεί η 
αντίδραση ωρίμανσης του καψιδίου η οποία συμβαίνει με την αυτοκαταλυτική διάσπαση της 
πρωτεΐνης VP0 σε VP2 και VP4 και έχει σαν αποτέλεσμα τη μετατροπή του προιού σε ένα 
ώριμο μολυσματικό ιικό σωμάτιο. 
 
1.4.6 Απελευθέρωση ώριμων ιικών σωματίων. 
Τέλος, τα νέα ιικά σωμάτια απελευθερώνονται για να μολύνουν νέα κύτταρα (Pfister et al., 
1999, De Jesus NH, 2007). Κατά τη διάρκεια της μόλυνσης η διαδικασία της 
πρωτεϊνοσύνθεσης των κυττάρων εμποδίζεται από την πρωτεάση 2Α, η οποία προκαλεί 
ρήγμα σε έναν από τους παράγοντες έναρξης της μετάφρασης του γενετικού υλικού (Hellen 
et al., 1991). Συνεπώς, λόγω της αναστολής των διαδικασιών της πρωτεϊνοσύνθεσης του 
κυττάρου – ξενιστή και λόγω του μεγάλου αριθμού των ιών που παράγονται ανά κύτταρο, ο 
ξενιστής τελικά καταστρέφεται, επιτρέποντας την απελευθέρωση των ιών 
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1.5.1 Έκθεση και Μηχανισμοί Λοίμωξης 
Σύμφωνα με στοιχεία που δημοσιεύτηκαν από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (WHO),οι  
Coxsackievirus έχουν παγκόσμια μετάδοση, με αυξημένη συχνότητα τους ζεστούς μήνες σε 
εύκρατα κλίματα (Hawley et al. 1973). Η είσοδος των εντεροϊών γίνεται από το στόμα και η 
μόλυνση προχωρά μέσω του πεπτικού συστήματος (Εικόνα 13.). Εξαίρεση αποτελούν ο ιός 
Coxsackie A21 (CAV21), ο οποίος μεταδίδεται κυρίως από εκκρίσεις του αναπνευστικού 
συστήματος, και ο εντεροϊός 70 (EV70), ο οποίος εκκρίνεται στα δάκρυα και μεταδίδεται 
μέσω των δακτύλων και των κοπράνων (Knipe and Howley, 2007). Λοιμώξεις από ιούς 
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στόματος ή την επαφή με εκκρίσεις του φάρυγγα (Hunter 1998). Επιπλέον, ο ιός μπορεί να 
μεταδοθεί με αεροζόλ ή μέσω του νερού. 
Ο ιός μολύνει τους βλεννογόνους ιστούς του φάρυγγα, του εντέρου ή και τα δύο και 
εισέρχεται στην κυκλοφορία του αίματος όπου αποκτά πρόσβαση σε όργανα-στόχους, όπως 
οι μήνιγγες, το μυοκάρδιο και το δέρμα. Μετά τον αρχικό πολλαπλασιασμό των εντεροϊών 
στο λεμφικό ιστό του φάρυγγα και στο λεπτό έντερο, προκαλείται ιαιμία, η οποία με τη σειρά 
της οδηγεί σε περαιτέρω πολλαπλασιασμό του ιού σε κύτταρα του δικτυοενδοθηλιακού 
συστήματος και τελικά στο όργανο – στόχο. Η περίοδος επώασης του ιού, δηλαδή ο χρόνος 
από την είσοδο του ιού στο σώμα έως την έναρξη της αντίστοιχης ασθένειας, είναι συνήθως 
7 – 14 ημέρες, αλλά μπορεί να κυμαίνεται από 2 – 35 ημέρες, σε ακραίες περιπτώσεις. Μετά 
τη μόλυνση με εντεροϊό, σε άτομα που έχουν είτε κλινικές είτε υποκλινικές ενδείξεις, ο ιός 
εκκρίνεται στα κόπρανα για 8 εβδομάδες και είναι παρών στο φάρυγγα για 1 – 2 εβδομάδες 
(Melnick J.L., et al., 1990). 
  
 
Εικόνα13: Παθογένεια των Coxsackie B ιών (Murray et al.,  2005). 
 
1.5.2 Πρωτοβάθμια συμπτώματα της νόσου και επιπτώσεις 
Γενικά, οι λοιμώξεις που προκαλούνται από τα μέλη της ομάδας των εντεροϊών στον 
άνθρωπο, ποικίλουν σε μεγάλο βαθμό και χαρακτηρίζονται από ένα υψηλό ποσοστό 
υποκλινικών ενδείξεων. Οι περισσότερες είναι ασυμπτωματικές και γι’ αυτό οι εντεροϊοί 
θεωρούνται από πολλούς ως μη σημαντικοί για να βρεθούν στο επίκεντρο συστηματικής 
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έρευνας. Παρόλα αυτά, οι εντεροϊοί προκαλούν μια ευρεία ποικιλία οξέων συμπτωμάτων, ως 
αποτέλεσμα της προσβολής του κεντρικού νευρικού συστήματος, του μυοκαρδίου, των 25 
σκελετικών μυών, του παγκρέατος, του δέρματος και των βλεννωδών μεμβρανών (Muir et al., 
1998). Αν και κάποιοι εντεροϊοί είναι πιο συχνά υπεύθυνοι για περιστατικά επιδημιών που 
αφορούν ένα συγκεκριμένο σύνδρομο, σε άλλες παραμέτρους τόπου και χρόνου οι ίδιοι 
ορότυποι εντεροϊών μπορεί να εμπλέκονται σε σποραδικές ή επιδημικές λοιμώξεις, οι οποίες 
έχουν εντελώς διαφορετικές κλινικές ενδείξεις ή καθόλου συμπτώματα. Οι κλινικές ενδείξεις 
των λοιμώξεων ιού coxsackie κυμαίνονται από αφανή λοίμωξη στα περισσότερα άτομα  έως 
και θανατηφόρα ασθένεια σε πιο σπάνιες περιπτώσεις. Ήπιες ασθένειες περιλαμβάνουν το 
κοινό κρυολόγημα και τα εξανθήματα, τύπου Hand Foot Mouth Diseaese (HFMD) και τον 
αφθώδη πυρετό. Παιδιά ηλικίας μεταξύ ενός και επτά ετών έχουν την υψηλότερη συχνότητα 
εμφάνισης HFMD . Οι περισσότερες λοιμώξεις συμβαίνουν κατά τους καλοκαιρινούς μήνες, 
είτε σποραδικά είτε σε εστίες. Η ασθένεια χαρακτηρίζεται από  απότομο πυρετό μαζί με 
πονόλαιμο, δυσφαγία, υπερβολική σιαλόρροια, ανορεξία, και κακουχία. Περίπου το 25% των 
ασθενών υποφέρουν από εμετούς και κοιλιακό άλγος. Τα κυστίδια εμφανίζονται στους 
πρόσθιους πυλώνες των αμυγδαλών. Κεφαλαλγία και μυαλγία είναι κοινά συμπτώματα σε 
ορισμένα κρούσματα. Ο πυρετός διαρκεί από μία έως τέσσερις μέρες, τα τοπικά και 
συστηματικά συμπτώματα αρχίζουν να υποχωρούν σε 4-5 ημέρες και η συνολική ανάκαμψη 
παρατηρείται συνήθως μέσα σε μια εβδομάδα. Σε σπάνιες περιπτώσεις μπορεί να  οδηγηθούν 
σε ανάπτυξη άσηπτης μηνιγγίτιδας, και παρωτίτιδας (Hlavová 1989). 
 
Από τη δεκαετία του 1960, έχει προταθεί ότι η ομάδα  των ιών coxsackie Β είναι ο 
πιο συχνός ιογενής αιτιολογικός παράγοντας που σχετίζεται με καρδιακές παθήσεις 
συμπεριλαμβανομένων μυοκαρδίτιδα, περικαρδίτιδα και ενδοκαρδίτιδα (Burch  and Giles 
1972, Koontz and Ray 1971,Pongpanich et al. 1983,Ward 2001,Gauntt and Huber 2003), 
προκαλώντας πάνω από το 50% όλων των περιπτώσεων της ιογενούς μυοκαρδίτιδας 
(Ali,Abdel-Dayem 2003). Η παρουσία καρδιακών-ειδικών αυτοαντισωμάτων σε ορούς 
ορισμένων ασθενών με Coxsackievirus Β3-επαγόμενη μυοκαρδίτιδα συνηγορεί στο ότι η 
αυτοανοσία είναι ένα επακόλουθο της ιογενούς μυοκαρδίτιδας (Wolfgram et al., 1985).  
 
Οι σποραδικές περιπτώσεις παράλυσης έχουν συσχετιστεί με λοιμώξεις  από ιό Coxsackie. 
Οι ορότυποι που πιο συχνά ενοχοποιούνται είναι οι Coxsackie Β2-B6 (Kono et al., 1977). Η 
νόσος είναι ηπιότερη από ότι η πολιομυελίτιδα και η παράλυση που προκαλείται συνήθως 
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δεν είναι μόνιμη.Οι Coxsackie ιοί μπορούν, έστω και σπάνια, να προκαλέσουν εγκεφαλίτιδα 





1.6  Εξέλιξη των Εντεροΐών 
 
1.6.1 Μεταλλάξεις 
Όπως όλοι οι RNA ιοί, έτσι και οι εντεροϊοί χαρακτηρίζονται από την συσσώρευση 
σημειακών μεταλλάξεων που συμβαίνουν λόγω του υψηλού ποσοστού ενσωμάτωσης λαθών 
της ιικής RNA πολυμεράσης (3Dpol) και της απουσίας μηχανισμών επιδιόρθωσης των λαθών 
αυτών (μηχανισμός proof-reading). Ο υψηλός ρυθμός συσσώρευσης μεταλλάξεων (4,5Χ 10-4 
μεταλλάξεις ανά βάση ανά κύκλο αντιγραφής,δηλαδή 1 λάθος νουκλεοτίδιο ανά 2222 βάσεις) 
είναι ένα πολύ συνηθισμένο φαινόμενο στους εντεροϊούς το οποίο αποτελεί χαρακτηριστικό 
όλων των λυτικών RNA ιών (Stanway G., 1990). Η απουσία ενός μηχανισμού ελέγχου της 
RNA πολυμεράσης για την πιστότητα της αντιγραφής του ιικού RNA, έχει ως συνέπεια την 
εξέλιξη των Εντεροΐών ώστε να έχουν μικρό γένωμα και οδηγεί σε ρυθμούς μεταλλάξεων 
πολύ μεγαλύτερους από αυτούς που παρατηρούνται κατά την αντιγραφή του DNA από τις 
αντίστοιχες DNA πολυμεράσες. Η μεγάλη συχνότητα λαθών της RNA πολυμεράσης οδηγεί 
και στη δημιουργία ετερογενών πληθυσμών. Ο όρος quasi-species (σχεδόν είδος) έχει 
εισαχθεί για να περιγράψει το φαινόμενο της ύπαρξης μιας μεγάλης ομάδας συσχετιζόμενων 
γονιδιωμάτων, που έχουν γενικά μια κοινή αλληλουχία νουκλεοτιδίων, αλλά διαφέρουν 
μεταξύ τους σε μία ή περισσότερες περιοχές (Domingo et al., 1985). Αυτή η γενετική 
ετερογένεια επιτρέπει στους Εντεροΐούς να προσαρμόζονται γρήγορα σε ένα νέο περιβάλλον. 
Υπάρχουν 2 κύριοι μηχανισμοί για την επικράτηση των μεταλλάξεων, η εξελικτική πίεση και 
η φυσική επιλογή (Garvilin et al., 2000). 
 
Ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό της εξέλιξης του γενώματος των Εντεροΐών είναι ο 
διαφορετικός ρυθμός εξέλιξης των διαφόρων περιοχών τους. Οι πιο ευμετάβλητες περιοχές 
του ιικού γενώματος είναι οι κωδικές περιοχές των δομικών πρωτεΐνών VP1, VP2 και VP3 με 
την μεγαλύτερη ποικολομορφία να εμφανίζεται σε περιοχές στο εξωτερικό του ιικού 
καψιδίου, καθώς εξελίσσονται πιο γρήγορα λόγω της ισχυρής εξελικτικής πίεσης από το 
ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή (Muir et al., 1998). Από αυτές τις δομικές πρωτεΐνες η 
VP1 συγκεντρώνει τις περισσότερες μεταλλάξεις. 
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Οι ανασυνδυασμοί μαζί με τις μεταλλάξεις κατευθύνουν την εξέλιξη των ιών. Ο γενετικός 
ανασυνδυασμός, δηλαδή η ανταλλαγή νουκλεοτιδικών αλληλουχιών μεταξύ διαφορετικών 
μορίων RNA, παρατηρήθηκε πρώτη φορά σε κύτταρα μολυσμένα με πολιοϊό (Hirst G., 1962), 
αλλά γεγονότα ανασυνδυασμού έχουν βρεθεί και σε κυκλοφορούντα στελέχη εντεροϊών 
(Lukashev A., 2005). Η συχνότητα του ανασυνδυασμού εξαρτάται από τον βαθμό ομολογίας 
των πατρικών κλώνων RNA (Knipe and Howley, 2007). Έχουν προταθεί δύο διαφορετικοί 
πιθανοί μηχανισμοί που οδηγούν στον γενετικό ανασυνδυασμό, ο μηχανισμός αλλαγής 
μήτρας (Kirkegaard and Baltimore, 1986) και ο μηχανισμός ρήξης και επανένωσης (Gmyl et 
al., 1999). 
 
Μηχανισμός αλλαγής μήτρας (ή αντιγραφικός μηχανισμός):Κατά την ιική αντιγραφή, η ιική 
πολυμεράση 3D χρησιμοποιεί σαν καλούπι για τη σύνθεση του κλώνου αρνητικής 
πολικότητας, τον κλώνο θετικής πολικότητας του ιού επάγοντας τη δημιουργία με αυτόν τον 
τρόπο ενός δίκλωνου μορίου RNA, γνωστού ως αντιγραφικό ενδιάμεσο. Ωστόσο κατά τη 
σύνθεση του αρνητικού κλώνου η ιική πολυμεράση μπορεί να συναντήσει κάποιο «εμπόδιο», 
με αποτέλεσμα την αποδέσμευση της ίδιας, καθώς και του νεοσυντιθέμενου RNA κλώνου 
αρνητικής πολικότητας, από τον θετικής πολικότητας κλώνο που χρησιμοποιείται σαν 
καλούπι (Kirkegaard & Baltimore, 1986). Έχει προταθεί ότι το συγκεκριμένο εμπόδιο μπορεί 
να είναι είτε μια σταθερή δευτεροταγής RNA δομή (Romanova et al., 1986) είτε η προσθήκη 
λάθους νουκλεοτιδίου από την ιική πολυμεράση στον νεοσυντιθέμενο RNA κλώνο 
(Pilipenko et al., 1995). Η αποδέσμευση της ιικής πολυμεράσης σε σύμπλοκο με τον 
νεοσυντιθέμενο αρνητικό κλώνο οδηγεί στην δέσμευση της ιικής πολυμεράσης καθώς και 
του ημιτελούς αρνητικού κλώνου, σε περιοχή υψηλής ομολογίας ενός διαφορετικού κλώνου 
θετικής πολικότητας που θα λειτουργήσει τώρα σαν καλούπι για την ολοκλήρωση της 
σύνθεσης του αρνητικού κλώνου. Αν η μετάβαση από τον ένα κλώνο στον άλλο είναι 
ακριβής τότε ο ανασυνδυασμός είναι ομόλογος. Αν όμως δεν είναι ακριβής τότε είναι μη 
ομόλογος και έχει αντίκτυπο στη βιωσιμότητα των νέων στελεχών (Kirkegaard and 
Baltimore 1986). Ο μηχανισμός αλλαγής μήτρας θεωρείται ο επικρατέστερος μηχανισμός 
RNA ανασυνδυασμού (Εικόνα 14.), (Romanova et al., 1986, King et al., 1988). 
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Εικόνα14:Σχηματική αναπαράσταση του μηχανισμού 
αλλαγής μήτρας κατά τον ανασυνδυασμό μεταξύ 
RNA. Οι μαύρες γραμμές αναπαριστούν τα δύο μόρια 
RNA. Οι δύο ανάστροφες επαναλήψεις 
παριστάνονται ως α και α’. Η διακεκομμένη γραμμή 
αναπαριστά το παραγόμενο ανασυνδυασμένο RNA 











Μηχανισμός ρήξης και επανένωσης (ή μη αντιγραφικός μηχανισμός):  
Σύμφωνα με το μηχανισμό αυτό, τα μόρια του RNA κόβονται σε κάποια σημεία και τα 
εκτεθειμένα 5’ άκρα τους ενώνονται. Με άλλα λόγια, ένα ανασυνδυασμένο γονιδίωμα 
προκύπτει από τη σύνδεση τμημάτων RNA που προέρχονται από τη διάσπαση διαφορετικών 
πατρικών RNA μορίων (Gmyl et al., 1999).Υπάρχουν δύο προτεινόμενοι μηχανισμοί. 
Σύμφωνα με τον πρώτο, οι φωσφοδιεστερικοί δεσμοί των δύο διαφορετικών μορίων δέχονται 
επίθεση από ένα εξωτερικό νουκλεόφιλο μόριο νερού με αποτέλεσμα τη διάσπασή τους και 
την έκθεση των 5’ και 3’ άκρων τους. Έπειτα τα άκρα αυτά από τα διαφορετικά RNA 
ενώνονται μεταξύ τους μέσω ενεργοποίησης της 5’ φωσφορικής ομάδας. Στον δεύτερο 
χημικό μηχανισμό, ένας φωσφοδιεστερικός δεσμός σε κάθε ανασυνδυασμένο μόριο δέχεται 
επίθεση από το παρακείμενο 2’ΟΗ, το οποίο παίζει το ρόλο του εσωτερικού νουκλεόφιλου, 
με αποτέλεσμα σε κάθε μόριο την παραγωγή ενός άκρου που περιέχει ένα κυκλικό 2’,3’ 
φωσφορικό ενδιάμεσο και ενός 5΄άκρου που φέρει ΟΗ. Στη συνέχεια τα 5’ και 3’ άκρα από 
τα διαφορετικά μόρια RNA ενώνονται μέσω αντίδρασης τρανς εστεροποίησης (Εικόνα 15.) 
(Gmyl et al., 1999). 
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μέσω ρήξης και επανένωσης, που 
περιλαμβάνει τη συμμετοχή μιας 
hammerhead-like ριβοενζυμικής 
δραστικότητας. Τα περιγεγραμμένα 
νουκλεοτίδια αποτελούν συντηρημένες 
θέσεις. Η θέση τομής φαίνεται με βέλος 










Παρά την ευρέως διαδεδομένη φύση των λοιμώξεων από εντεροϊούς και την μεγάλη ποικιλία 
των κλινικών τους συμπτωμάτων, υπάρχουν ορισμένοι παράγοντες όπως η ηλικία, το φύλο 
και η κοινωνικο-οικονομική κατάσταση, που παίζουν σημαντικό ρόλο στη μετάδοση του ιού 
(Knipe and Howley, 2007). Οι εντεροϊοί μεταδίδονται σε συνθήκες φτωχής υγιεινής και 
μπορούν να επιζήσουν ακόμα και σε συνθήκες εξαιρετικά χαμηλών εξωτερικών 
θερμοκρασιών το χειμώνα. Σε τροπικά κλίματα προσβάλλουν ανθρώπους ενεργά όλες τις 
εποχές του χρόνου, αλλά σε ψυχρότερα κλίματα οι εξάρσεις των ασθενειών συμβαίνουν 
συχνότερα το καλοκαίρι και το φθινόπωρο (Eliane Druyts-Voets, et al., 1993). 
 
1.7.1 Ηλικία 
Ένας από τους σημαντικότερους παράγοντες του αποτελέσματος λοίμωξης από Εντεροΐό 
είναι η ηλικία. Διαφορετικές ηλικιακές ομάδες έχουν διαφορετικές ευαισθησίες σε μόλυνση, 
στη σοβαρότητα της ασθένειας, στις κλινικές εκδηλώσεις και στην πρόγνωση της νόσου μετά 
από μόλυνση από Εντεροΐό. Επειδή η μόλυνση είναι τόσο κοινή, οι πιο πρωτογενείς 
λοιμώξεις συμβαίνουν κατά την παιδική ηλικία (Mandell, 2000). Γι’ αυτό το λόγο μικρά 
παιδιά είναι ίσως οι πιο σημαντικοί μεταδότες της μόλυνσης. Όσο μεγαλύτερη είναι η έκθεση 
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των παιδιών στον ιό κατά τη διάρκεια της μόλυνσης μπορεί να τους προκαλέσει  σοβαρά 
κλινικά συμπτώματα. Σε αναπτυσσόμενες περιοχές, όπου το κοινωνικο-οικονομικό υπόβαθρο 
είναι χαμηλό, οι μολύνσεις από εντεροϊούς είναι εξαιρετικά διαδεδομένες . Όσον αφορά την 
ηλικία των προσβαλλόμενων ατόμων, πιο επιρρεπείς στις μολύνσεις από εντεροϊούς είναι τα 
άτομα μικρής ηλικίας, τα οποία είναι λιγότερο πιθανό να έχουν αντισώματα από 
προηγούμενες μολύνσεις (Exindari M et al., 2005). 
 
1.7.2 Φύλο 
Έχει παρατηρηθεί ότι και το φύλο παίζει σημαντικό ρόλο στη μετάδοση του ιού. 
Φαινομενικά, οι λοιμώξεις από εντεροϊούς κυριαρχούν μεταξύ των ανδρών. Μετά από 
μετρήσεις των λοιμώξεων που έγιναν με βάση τον πληθυσμό (π.χ. ορολογικές έρευνες), οι 
οποίες ήταν ανεξάρτητες από το φύλο των προσβαλλόμενων ατόμων, έδειξαν μια αυξημένη 
τάση των ανδρών να μολύνονται από εντεροϊούς. Αυτό πιθανόν να συμβαίνει επειδή 
εκτίθενται περισσότερο στο παθογόνο σε σχέση με τα θηλυκά άτομα, ίσως λόγω διαφορών 
ως προς τις συνθήκες παιχνιδιού των νεαρών αγοριών. Εκτός από αυτό, οι άνδρες είναι πιο 
πιθανό να αναπτύξουν σοβαρή ασθένεια, λόγω μόλυνσης από εντεροϊό, σε σχέση με το 
γυναικείο φύλο. Για παράδειγμα, ο λόγος που η μυοκαρδίτιδα είναι πιο συχνή σε ενήλικους 
και έφηβους άνδρες σε σχέση με τις αντίστοιχες ηλικίες των γυναικών (εκτός από εγκύους), 
μπορεί να οφείλεται σε ενδοκρινείς ενέργειες που σχετίζονται με το φύλο, οι οποίες οδηγούν 
σε διαφορές ως προς την ευαισθησία στη μόλυνση από εντεροϊούς (Wong et al., 1977). 
Επιπλέον παρατηρήθηκε συσχετισμός ανάμεσα στο φύλο και την ηλικία των ανδρών. 
Συγκεκριμένα σύμφωνα με το Εθνικό Σύστημα Επιτήρησης Εντεροΐών στις Η.Π.Α 
(NESS),επικράτηση της ασθένειας στο ανδρικό φύλο ήταν παρούσα στους ασθενείς ηλικίας 
<20 χρονών, αλλά όχι στα άτομα ηλικίας >20 ετών (αναλογία ανδρών / γυναικών: 1.4 και 0.9, 
αντίστοιχα) (Khetsuriani et al., 2006). 
 
 
1.7.3 Συχνότητα εμφάνισης της νόσου 
Η ακριβής συχνότητα εμφάνισης και επικράτησης των λοιμώξεων ιών coxsackie δεν είναι 
γνωστές, αλλά είναι εξαιρετικά κοινές. Στον πίνακα 2 παρουσιάζονται τα δεδομένα για την 
οροεπικράτηση των B2 Coxsackie,Β3, Β4 και Β5 ιών στην περιοχή Μόντρεαλ του Καναδά  
κατά τη διάρκεια μιας επιδημιολογικής μελέτης σχετικά με ασθένειες που σχετίζονται με το 
νερό (Payment et.al., 1991). 
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Πίνακας 2.: Επιδημιολογική μελέτη ασθενειών από Coxsackie B2-B5 ιών στον Καναδά (Payment et 
al., 1991). 
 
Στις Ηνωμένες Πολιτείες, το Εθνικό Σύστημα Επιτήρησης Εντεροΐών (NESS) συλλέγει 
πληροφορίες σχετικά με την κυκλοφορία των εντεροΐών και παρακολουθεί την χρονική και 
γεωγραφική τους εξάπλωση. Κατά τη διάρκεια του 1970 - 2005 αναφέρθηκαν συνολικά 
52.812 ανιχνεύσεις εντεροϊών από τον ΝΕSS (29.772 κατά τη διάρκεια των ετών 1983-2005, 
(Khetsuriani et al., 2006). 
 
 
1.8 Πρόληψη και έλεγχος 
 
Τα μόνα διαθέσιμα εμβόλια για Εντεροϊούς αυτή τη στιγμή είναι ενάντια στους τρεις 
ορότυπους των πολιοϊών. Η εφαρμογή τους για σχεδόν 40 χρόνια έχει οδηγήσει στην 
επίτευξη του στόχου της παγκόσμιας εκρίζωσης της πολιομυελίτιδας. Μια καλύτερη 
κατανόηση της οργάνωσης του γονιδιώματος και της λειτουργίας των εντεροϊών, καθώς 
επίσης και των μηχανισμών της ταχείας εξέλιξης και της μεταβλητότητάς τους, θα βοηθούσε 
πολύ στο σχεδιασμό αντι-ιικών παραγόντων, όπου οι ζωτικές λειτουργίες τους να 
αποτελούσαν στόχο. Επιπλέον, οι μελέτες των κυτταρικών υποδοχέων είναι μεγάλης 
σπουδαιότητας για την κατανόηση των αλληλεπιδράσεων ενός ιού με το κύτταρο ξενιστή του, 
αποτελώντας ένα πιθανό στόχο για εμβόλια Η καλύτερη κατανόηση του εντοπισμού της 
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1.8 Εργαστηριακή Διάγνωση 
 
Η διάγνωση της μόλυνσης με εντεροϊούς και ο χαρακτηρισμός τους μπορεί να είναι 
πολύπλοκη διαδικασία, είτε λόγω περιορισμών των διαγνωστικών μεθόδων είτε λόγω των 
βιολογικών και επιδημιολογικών χαρακτηριστικών των εντεροϊών. Η δυσκολία οφείλεται στο 
γεγονός ότι οι εντεροϊοί μπορούν να βρίσκονται στο αναπνευστικό και γαστρεντερικό 
σύστημα τόσο υγιών όσο και ασθενών ατόμων με μεγάλη ποικιλία στην κλινική εικόνα 
καθώς οι μολύνσεις είναι συνήθως ασυμπτωματικές ή παρουσιάζουν ήπια συμπτώματα. 
Λόγω της ομοιότητας των συμπτωμάτων που προκαλούνται από διαφορετικούς τύπους 
εντεροϊών, υπάρχει ανάγκη όχι μόνο διάγνωσης αλλά και ταυτοποίησής τους. Για το σκοπό 
αυτό χρησιμοποιούνται τόσο παραδοσιακές τεχνικές, όπως η απομόνωση του ιού, η 
οροταυτοποίηση και η ανίχνευση αντισωμάτων, όσο και μοριακές τεχνικές (Pallansch and 
Roos, 2007, Muir et al., 1998, Siafakas et al., 2001). 
 
Οι παραδοσιακές μέθοδοι ανίχνευσης και ταυτοποίησης των εντεροϊών, βασίζονται στην 
απομόνωση του ιού σε κυτταροκαλλιέργειες και την εξουδετέρωση της κυτταροπαθογόνου 
δράσης τους με ειδικούς αντι-ορούς. 
 
Τα βιολογικά υλικά που χρησιμοποιούνται για την απομόνωση του ιού, περιλαμβάνουν το 
εγκεφαλονωτιαίο υγρό (ΕΝΥ), φαρυγγικά επιχρίσματα και δείγματα που προέρχονται από το 
πεπτικό σύστημα όπως πρωκτικά επιχρίσματα ή δείγματα κοπράνων, τα οποία αποτελούν και 
το πιο αξιόπιστο υλικό για την ανίχνευση εντεροϊών. Η ιική καλλιέργεια από ΕΝΥ αποτελεί 
συνηθισμένη μέθοδο σε περιπτώσεις άσηπτης μηνιγγίτιδας (Minor et al., 2000). Η 
απομόνωση των εντεροϊών από συστατικά του αίματος είναι επίσης χρήσιμη και παρέχει 
ένδειξη συστημικής μόλυνσης (Shulman et al, 1997). Μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν 
δάκρυα (Yin-Murphy et al., 1985), ή εκκρίματα του επιπεφυκότος χιτώνα (Yin-Murphy et al., 
1984) σε περιπτώσεις οξείας αιμορραγικής επιπεφυκίτιδας. Σε περιπτώσεις θανάτου, 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν δείγματα αυτοψίας εγκεφάλου ή νωτιαίου μυελού. 
 
Η πιο διαδεδομένη μέθοδος για την απομόνωση εντεροϊών, είναι η χρήση κυτταρικών σειρών. 
Η ανάπτυξη όλων των γνωστών οροτύπων των εντεροϊών όμως, δεν μπορεί να γίνει στον ίδιο 
τύπο κυττάρων. Κατά συνέπεια, η χρήση πολλαπλών κυτταρικών σειρών αυξάνει την 
παραγωγή και ενισχύει την πιθανότητα και ταχύτητα της ιικής απομόνωσης (Chonmaitree et 
al., 1988, Kopecka 1999). Κάτω από ιδανικές συνθήκες η απομόνωση μπορεί να είναι 
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εμφανής μέσα σε λίγες μέρες μέσω της παρατήρησης κυτταροπαθογόνου δράσεως (CPE). Τα 
κύτταρα στρογγυλοποιούνται και συρρικνώνονται πριν αποκολληθούν από την επιφάνεια 
ανάπτυξης της καλλιέργειας. Παρ’όλα αυτά οι διάφοροι ορότυποι δεν μπορούν να 
διακριθούν με την ανάπτυξη σε κυτταροκαλλιέργειες καθώς προκαλούν όμοια 
κυτταροπαθογόνο δράση (Minor et al., 2000). 
 
Μετά την απομόνωση του Εντεροΐού ακολουθεί η ταυτοποίηση του οροτύπου μέσω 
εξουδετέρωσης με ειδικό αντιορό για κάθε ορότυπο. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιούνται 
συνδυασμοί εξειδικευμένων πολυκλωνικών αντισωμάτων που επιτρέπουν την ταυτοποίηση 
42 οροτύπων Εντεροίών. Συγκεκριμένα το προς ανάλυση δείγμα επωάζεται με κάθε 
διαφορετικό δείγμα αντιορού και ενοφθαλμίζεται σε κατάλληλα κύτταρα. Μετά από επώαση 
αρκετών ημερών διαβάζεται το πρότυπο εξουδετέρωσης και αξιολογούνται τα αποτελέσματα 
(Melnik et al., 1973). 
 
Μέσω της ορολογικής διάγνωσης, μπορούμε να έχουμε ένδειξη πρόσφατης λοίμωξης από 
εντεροϊό, αφού τα IgM αντισώματα παράγονται κατά την πρώτη ανοσολογική απόκριση του 
οργανισμού (Melnick J.L., 2001). Ο έλεγχος αυτός γίνεται με την μέθοδο ELISA, η οποία 
όμως είναι πολύπλοκη λόγω της ύπαρξης αναμνηστικών ετεροτυπικών αντιδράσεων των 
αντισωμάτων, της έλλειψης ενός ομοιόμορφα αντιδρώντος αντιγόνου των εντεροϊών και του 
μεγάλου αριθμού οροτύπων. Το ανθρώπινο ανοσολογικό σύστημα αντιδρά στη λοίμωξη από 
εντεροϊό με την δημιουργία αντισωμάτων τα οποία ενεργούν έναντι ειδικών και κοινών 
επιτόπων. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται σε επιδημιολογικές μελέτες και έχει μεγάλη 
ευαισθησία στη διάγνωση λοίμωξης από εντεροϊούς, όμως δεν μπορεί να διακρίνει τους 
διάφορους οροτύπους (Bell et al.,1986, Magnius et al., 1988). 
  
Η εφαρμογή της μοριακής βιολογίας στην κλινική βιολογία, έχει αλλάξει σημαντικά και τις 
μεθόδους  διάγνωσης. Λόγω του πλεονεκτήματος της ταχύτητας, πολλές μοριακές μέθοδοι 
έχουν αντικαταστήσει τις παραδοσιακές μεθόδους ανίχνευσης και ταυτοποίησης των 
εντεροϊών (Pallansch and Roos, 2007). 
 
Η πρώτη μοριακή μέθοδος ανίχνευσης εντεροϊών που χρησιμοποιήθηκε ήταν η in situ 
υβριδοποίηση με την χρήση cDNA ανιχνευτών (M.Oikarinen et al., 2008). Η μέθοδος αυτή 
παρέχει χρήσιμες πληροφορίες για την κατανομή της λοίμωξης από εντεροϊούς στα διάφορα 
κύτταρα, όμως δεν είναι αρκετά ευαίσθητη για την διάγνωση εντεροϊών από κλινικά 
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δείγματα κοπράνων, εγκεφαλονωτιαίου και περικαρδικού υγρού, ούτε για την ταυτοποίηση 
διαφορετικών οροτύπων καθώς οι cDNA ανιχνευτές μπορούν να ανιχνεύουν το γενετικό 
υλικό μιας ευρείας ομάδας εντεροϊών. 
 
Η ανάπτυξη της τεχνικής RT – PCR (Αντίστροφης Μεταγραφής – Αλυσιδωτής Αντίδρασης 
Πολυμεράσης) παρέχει ένα άμεσο και ευαίσθητο μέσο για την ανίχνευση ιικού RNA από 
κλινικά και περιβαλλοντικά δείγματα (Kessler et al., 1997, Olive et al., 1990, Rotbart et al. 
1994). Με τη χρήση κατάλληλων εκκινητικών μορίων που στοχεύουν στις διατηρημένες 
περιοχές του ιικού γενώματος (Romero J.R., 1999), όπως η 5’UTR, είναι δυνατή η ανίχνευση 
των περισσότερων ή όλων των εντεροϊών περιλαμβανομένων και αυτών των οποίων δεν 
είναι εφικτή η ανάπτυξη τους σε κυτταροκαλλιέργεια (Thoelen et al., 2003, Bolonaki et al., 
2005, Siafakas et al., 2003).Η μέθοδος αυτή χαρακτηρίζεται από μεγάλη ευαισθησία και 
ταχύτητα στην έκδοση των αποτελεσμάτων και γι’ αυτό το λόγο αποτελεί σημαντική 
εφαρμογή στην κλινική διάγνωση. Το μειονέκτημα αυτής της μεθόδου είναι η αδυναμία 
ταυτοποίησης του οροτύπου του εντεροϊού. Συνεπώς, για την ταυτοποίηση του ιού απαιτείται 
κάποια μέθοδος συμπληρωματική της RT-PCR όπως πχ η ανάλυση πολυμορφισμού 
τμημάτων των προϊόντων της RT-PCR από περιοριστικές ενδονουκλεάσες (RFLP) (Siafakas 
et al., 2002, Siafakas et al., 2003). 
 
Εκτός από την διάγνωση των λοιμώξεων από εντεροϊούς, η RT-PCR μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί για την ταυτοποίηση των διαφορετικών στελεχών με την χρήση ειδικών 
ζευγών εκκινητικών μορίων που το καθένα αναγνωρίζει ένα συγκεκριμένο στέλεχος. Έχουν 
βρεθεί οι αλληλουχίες που προσδιορίζουν τις αντιγονικές ιδιότητες των ιών και έτσι 
σχεδιάστηκαν εκκινητικά μόρια που στοχεύουν σε αυτές (Melnick J.L., 2001). 
 
Η RT-PCR χρησιμοποιείται ευρέως για τη μοριακή τυποποίηση των εντεροϊών, 
ακολουθούμενη από τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του ιικού γενώματος. 
Συγκεκριμένα, ενισχύεται το γονιδίου της VP1 καψιδιακής πρωτεΐνης, η οποία είναι η πλέον 
εκτεθειμένη στην επιφάνεια του ώριμου ιοσώματος και φαίνεται να αντιστοιχεί στον 
ορότυπο του κάθε στελέχους. Με σκοπό την ενίσχυση όλων των διαφορετικών οροτύπων των 
εντεροϊών, χρησιμοποιούνται ειδικά σχεδιασμένοι εκφυλισμένοι εκκινητές (Oberste et al., 
2003). Ακολουθεί ο προσδιορισμός της αλληλουχίας του γονιδίου και η σύγκριση με γνωστές 
αλληλουχίες προτύπων και αγρίων στελεχών με σκοπό την ταυτοποίηση του ιικού στελέχους. 
Η ανάλυση της αλληλουχίας της VP1 αποτελεί έναν σύγχρονο, ακριβή τρόπο μοριακής 
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ταυτοποίησης των εντεροϊών (Oberste et al., 1999, Oberste et al., 2000, Oberste et al., 2003, 













Σκοπός της εργασίας 
Σκοπός της εργασίας είναι η χρήση πολλαπλών εκκινητικών μορίων τα οποία στοχεύουν σε 
διάσπαρτες περιοχές και καλύπτουν μεγάλο μέρος του γονιδιώματος των Coxsackie B ιών, 
με στόχο τη γρήγορη ανίχνευσή τους και τον προσδιορισμό της αλληλουχίας του 
γονιδιώματος οποιουδήποτε στελέχους. 
Αρχικά έγινε διερεύνηση της καταλληλότητας ήδη σχεδιασμένων εκκινητών με τη χρήση του 
προγράμματος βιοπληροφορικής ClustalW, με σκοπό την επιλογή των καταλληλότερων 
ζευγών και ακολούθησε η εφαρμογή αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης με τα επιλεγμένα 
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2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
2.1 Πρότυπα και κλινικά στελέχη 
Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν τα 6 πρότυπα στελέχη για τους Coxsackie B ιούς 
(CVB1-CVB6) καθώς και 12 κλινικά στελέχη εκπροσωπώντας όλους τους οροτύπους 
(Πίνακας 3.). Ως θετικοί μάρτυρες για την PCR χρησιμοποιήθηκαν τα πρότυπα στελέχη  
Coxsackie A (CAV9) και  Sabin 2.  Όλα τα ιικά στελέχη, τόσο τα πρότυπα όσο και τα κλινικά, 
υπήρχαν διαθέσιμα σε κυτταροκαλλιέργειες Rd (κύτταρα ραβδομυοσαρκώματος) και  Hep-2 
(κύτταρα ανθρώπινου επιδερμικού καρκινώματος) στο Εργαστήριο Μικροβιολογίας-Ιολογίας 
του τμήματος Βιοχημείας-Βιοτεχνολογίας, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας. Η απομόνωση και η 
οροταυτοποίηση όλων των κλινικών στελεχών προηγήθηκαν της παρούσας μελέτης 






Προέλευση Κλινικά Συμπτώματα Έτος 
98/74/2 CoxB1 Cantacuzino 
Institute 
Παροδική παράλυση  1974 
99/74/1 CoxB1 Cantacuzino 
Institute 
Παροδική παράλυση  1974 
118/95/2 CoxB2 Cantacuzino 
Institute 
Άγνωστο Άγνωστο 
116/95/2 CoxB2 Cantacuzino 
Institute 
Άγνωστο Άγνωστο 
109/85/1 CoxB3 Cantacuzino 
Institute 
Παροδική παράλυση  1985 















14/76/1 CoxB5 Cantacuzino 
Institute 
Μηνιγγίτιδα 1970 
254/77/1 CoxB5 Cantacuzino 
Institute 
Παροδική παράλυση 1977 
86/73/1 CoxB6 Cantacuzino 
Institute 
Παροδική παράλυση  1973 
7/73/19 CoxB6 Cantacuzino 
Institute 
Άγνωστο 1973 
    Πίνακας 3: Κλινικά δείγματα Coxsackie B ιών που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 
εργασία 
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2.2 Υπολογισμός ιικού τίτλου και σειριακές αραιώσεις του ιού 
Ο αριθμός των ιικών σωματιδίων που περιέχονται σε 100μl του ιικού δείγματος αποτελεί τον 
τίτλο του ιού και προσδιορίσθηκε σε στέλεχος CoxB6 σε πλάκα μικροτιτλοποίησης 96 
θέσεων (Εικόνα 15.) επιστρωμένη με Hep-2 κύτταρα. 
Σε πλαστικούς σωλήνες των 2 ml (eppendorf) δημιουργούνται 8 σειριακές αραιώσεις του ιού 
από 10-1-10-8 σε θρεπτικό υλικό ΜΕΜ. Έπειτα χρησιμοποιούνται 900μl του θρεπτικού 
υλικού ΜΕΜ και 100μl από τον ιο και δημιουργείται η αραίωση 10-1. Από την αραίωση αυτή 
τοποθετούνται 100μl σε 900μl του ΜΕΜ για τη δημιουργία της αραίωσης 10-2. Η ίδια 
διαδικασία πραγματοποιείται μέχρι και τη δημιουργία της αραίωσης 10-8.Στη συνέχεια 1ml 
της αραίωσης 10-1 ενοφθαλμίζεται στις θέσεις Α1-Α10 (100μl/θέση), ενώ 1ml της αραίωσης 
10
-2
 ενοφθαλμίζεται στις θέσεις Β1-Β10 (100μl/θέση). Η διαδικασία επαναλαμβάνεται μέχρι 
και τον ενοφθαλμισμό της 10-8 αραίωσης στην πλάκα. Οι στήλες 11 και 12 χρησιμοποιούνται 
ως αρνητικοί μάρτυρες. Η πλάκα τοποθετείται για επώαση στους 370C και παρακολουθείται 
καθημερινά για την εμφάνιση πλήρους κυτταροπαθογόνου δράσης. Ο τύπος μέσω του οποίου 
υπολογίζεται ο ιικός τίτλος είναι: 
logTCID50= L-d(S-0,5) 
L: η μικρότερη αραίωση όπου εμφανίζεται πλήρης κυτταροπαθογόνος δράση 
d: η εκθετική διαφορά μεταξύ των αραιώσεων 
S: το άθροισμα των θέσεων που παρατηρείται  κυτταροπαθογόνος δράση. 
Μετά τον υπολογισμό του ιικού τίτλου χρησιμοποιήθηκαν οι υποδεκαπλάσιες σειριακές 
αραιώσεις του ιού για τον έλεγχο ευαισθησίας των PCR. 
 
 
Εικόνα 15: Πλάκα μικροτιτλοποίησης 96 θέσεων. 
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2.3 Εκχύλιση ιικού RNA 
 
Η εκχύλιση του RNA έγινε με τη μέθοδο της θειοκυανιούχου γουανιδίνης (GuSCN) (Casas et 
al., 1995). Συγκεκριμένα, σε eppendorf των 2 ml αναμείχθηκαν 10 μl γλυκογόνου (100 
mg/ml), 100 μl από το κάθε δείγμα και 300 μl διαλύματος θειοκυανιούχου γουανιδίνης 
(GuSCN). Ακολούθησε ισχυρή ανάδευση και επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 20 min, 
ώστε να επιτευχθεί η λύση των κυτταρικών μεμβρανών, η αποδιάταξη των πρωτεϊνών και να 
απελευθερωθεί το ιικό RNA. Στη συνέχεια προστέθηκαν 400 μl παγωμένης ισοπροπανόλης 
(-20
οC), ακολούθησε ισχυρή ανάδευση και τα eppendorf τοποθετήθηκαν για 20 min στους -
20
οC. Ύστερα φυγοκεντρήθηκαν για 10 min στις 14.000 rcf στους 4 oC. Το υπερκείμενο 
απορρίφθηκε και το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 500 μl παγωμένης αιθανόλης 70%. 
Ακολούθησε ισχυρή ανάδευση και δεύτερη φυγοκέντρηση για 10 min στις 14.000 rcf στους 4 
oC. Το υπερκείμενο απορρίφθηκε και το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 100 μl διπλά 
απεσταγμένου νερού (ddH2O) ελεύθερου νουκλεασών. Το RNA των δειγμάτων 
αποθηκεύθηκε στους -20οC για μελλοντική χρήση. 
 
Διάλυμα θειοκυανιούχου γουανιδίνης(GuSCN): 
4Μ GuSCN, 0,5% N-Lauroyl sarcosine, 1mM ditiotreitol, 25mM sodium citrate (Merck, 
Germany). 
 
2.4 Εκκινητικά Μόρια 
 
Ο σχεδιασμός και η επιλογή των κατάλληλων εκκινητών γίνεται σύμφωνα με τις σταθερές 
περιοχές του DNA-στόχου. Επιπλέον οι εκκινητές πρέπει να έχουν παρόμοια περιεκτικότητα 
σε G/C, να μην εμφανίζουν συμπληρωματικότητα στο 3’ ή στο 5΄ άκρο τους, να απέχουν 
μεταξύ τους τουλάχιστον κατά 80 ζεύγη βάσεων και να έχουν παραπλήσια θερμοκρασία 
τήξεως (melting temperature,Tm). 
Το ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) είναι ένα πρόγραμμα που 
πραγματοποιεί στοίχιση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών με εξαιρετική ακρίβεια και ταχύτητα. 
Χρησιμοποιήθηκε με σκοπό την επιλογή των καταλληλότερων, από ένα σύνολο εκκινητικών 
μορίων που είχαν σχεδιαστεί για εντεροϊούς, σε προηγούμενες εργασίες (Πίνακας 4). Έγινε 
στοίχιση των αλληλουχιών όλων των εκκινητικών μορίων με την αλληλουχία κάθε πρότυπου 
στελέχους των Coxsackie B ιών, που έχει κατατεθεί στην GeneBank. Η επιλογή έγινε με 
κριτήρια την ταύτιση της αλληλουχίας, την θερμοκρασία αποδιάταξης (Tm) και την περιοχή 
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υβριδισμού κάθε μορίου, έτσι ώστε να επιλεχθούν τα καταλληλότερα ζεύγη και να 




Εκκινητής Αλληλουχία (5’-3’) Πολικότητα Περιοχή Προΐόν Βιβλιογραφικ
ή αναφορά 
UG52 CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG Sense 5’UTR 168-188 Georgopoulou 
et al. (2000) 
UC53 TTGTCACCATAACCAGCCA Antisense 5’UTR 588-606 Georgopoulou 
et al., 2000 
ENV-2 CCCCTGAATGCGGCTAATC Sense 5’UTR 451-469 Bessaud et al., 
2008 













Nix et al., 2006 
EUG3a TGGCAAACTTCCWCCAACCC Sense VP1 2946-
2965 
Caro et al., 
2001 
EUG3b TGGCAAACATCTTCMAATCC Sense VP1 2946-
2965 
Caro et al., 
2001 
EUG3c TGGCAGACTTCAACHAACCC Sense VP1 2946-
2965 
Caro et al., 
2001 
EUC2 TTTGCACTTGAACTGTATGTA Antisense 2C 4413-
4433 
Caro et al., 
2001 
EUC2a GGTTCAATACGGCATTTG Antisense 2C 4428-
4448 
Caro et al., 
2001 
EUC2b GGTTCAATACGGTGTTTGCT Antisense 2C 4428-
4448 


















Sense 3’UTR 7325 –
7356 
 











Oberste et al., 
2006 
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2.5 Αντίστροφη Μεταγραφή (RT) 
Επειδή το γενετικό υλικό των εντεροϊών είναι θετικής πολικότητας RNA, θα πρέπει να 
προηγηθεί η διαδικασία της αντίστροφης μεταγραφής, κατά την οποία το RNA μετατρέπεται 
σε cDNA, ώστε να ακολουθήσει η ενίσχυση με PCR συγκεκριμένων περιοχών του 
γενώματος του ιού. 
Σε eppendorf των 500 μl προστέθηκαν 5 μl RNA (από κάθε δείγμα) και 7 μl από το μείγμα 
(Μ1), το οποίο περιείχε τυχαίους εκκινητές HEPTAN (N7) (Metabion) (100 pmol), 10mM 
από κάθε dNTP και 5 μl ddH2O. Στη συνέχεια τα δείγματα (eppendorf) φυγοκεντρήθηκαν 
και επωάστηκαν στους 65οC για 5 min σε θερμοκυκλοποιητή. Αμέσως μετά την επώαση, τα 
eppendorf τοποθετήθηκαν στον πάγο και προστέθηκε το δεύτερο μείγμα (Μ2). Το Μ2 
περιείχε 4 μl 5x first strand buffer, 2 μl 0,1M DTT, 1 μl ddH2O, 0,5 μl RNAse out (20 u/μl) 
καθώς και 100 u ένζυμο RT M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, USA). Aκολούθησε 
φυγοκέντρηση και επώαση αρχικά στους 25οC για 10 min, μετά στους 37οC για 50 min και 
τέλος στους 70οC για 15 min. 
Εκτός από την αντίστροφη μεταγραφή με τυχαίους εκκινητές πραγματοποιήθηκε και 
αντίστροφη μεταγραφή με συγκεκριμένους αντικωδικούς εκκινητές, τους EUC2a και EUC2b, 
σε συγκέντρωση 10 pmol και σε θερμοκρασία επώασης 42oC για 50min. 
 
 
2.6 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR) 
Η αντίδραση της PCR πραγματοποιείται σε eppendorf των 200 μl. Σε όλες τις αντιδράσεις το 
μείγμα αποτελείται από 2 μl εκκινητών (1 μl από τον καθένα, συγκέντρωσης 50 pmol), 5 μl 
10x ρυθμιστικού διαλύματος (Taq reaction buffer), 5 μl από μείγμα dNTPs με αρχική 
συγκέντρωση 10mM (Invitrogen, UK), 2,5 units Paq DNA πολυμεράση (Paq5000 
Polymerase, Agilent Technologies, USA), 3 μl cDNA από κάθε δείγμα και ddH2O (ελεύθερο 
νουκλεασών) μέχρι τελικό όγκο 47 μl. Στο ζεύγος εκκινητών HEV-B(481)/HEV-B(424) 
χρησιμοποιήθηκε  σε συγκέντρωση 12,5 pmol ο καθένας εκκινητής. 
Η τεχνική της PCR πραγματοποιείται σε κύκλους. Κάθε κύκλος πραγματοποιείται σε στάδια-
φάσεις και αποφέρει εκθετικό πολλαπλασιασμό του DNA-στόχου. 
Το κύριο προΐόν της PCR είναι δίκλωνο DNA, τα 5΄άκρα του οποίου καθορίζονται από τους 
εκκινητές.Το μέγεθος του προΐόντος σε ζεύγη βάσεων ισούται με το άθροισμα των βάσεων 
των εκκινητών και της παρεμβαλλόμενης αλληλουχίας του DNA-στόχου που επεκτείνεται. 
Κάθε κύκλος PCR περιλαμβάνει 3 διαφορετικές θερμοκρασίες για τα 3 στάδια: αποδιάταξης, 
υβριδοποίησης και πολυμερισμού-επιμήκυνσης, οι οποίες είναι ξεχωριστές για κάθε ζεύγος 
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εκκινητών (Πίνακας 5). Οι εναλλαγές της θερμοκρασίας επιτυγχάνονται με τη χρήση 
ειδικών αυτοματοποιημένων συσκευών, των θερμικών ανακυκλωτών ή θερμοκυκλοποιητών 
και είναι ταχύτατες, ώστε αυξομειώσεις της τάξεως των 40οC λαμβάνουν χώρα σε λιγότερο 
από ένα λεπτό. Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε ο θερμοκυκλοποιητής της εταιρείας 
eppendorf (Mastercycler personal). 
Η ενίσχυση του επιθυμητού προϊόντος της αντίδρασης πιστοποιείται με την παρουσία 
ομοιογενούς προΐόντος αναμενόμενου μεγέθους σε ηλεκτροφόρηση αγαρόζης, παρουσία 
βρωμιούχου αιθιδίου. 
 


































Υβριδισμός:45οC για 1 
min 





Αποδιάταξη: 95oC για30 
sec 







Αποδιάταξη: 95oC για30 
sec 





Πίνακας 5: Συνθήκες της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης για κάθε ζευγάρι 
εκκινητών 
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2.6.1 Auto-nested PCR 
Για την περαιτέρω ενίσχυση των προϊόντων με τα εκκινητικά μόρια ENV2/1200R 
πραγματοποιήθηκε auto-nested PCR . Στο πρώτο στάδιο πραγματοποιείται ενίσχυση με το 
ζεύγος εκκινητών ENV2/1200R. Συγκεκριμένα, το μείγμα της αντίδρασης αποτελείται από 3 
μl προϊόντος της PCR, 2 μl εκκινητών (1 μl από τον καθένα, συγκέντρωσης 25 pmol), 5 μl 
10x ρυθμιστικού διαλύματος (Paq reaction buffer), 5 μl από μείγμα dNTPs με αρχική 
συγκέντρωση 10mM (Invitrogen, UK), 2,5 units Paq DNA πολυμεράση (Paq5000 
Polymerase, Agilent Technologies, USA), και ddH2O (ελεύθερο νουκλεασών) μέχρι τελικό 
όγκο 50 μl. Σε κάθε αντίδραση auto-nested PCR πραγματοποιείται ένα αρχικό στάδιο 
αποδιάταξης του DNA στους 95oC για 2 min και ακολουθούν τα εξής τρία στάδια: 
αποδιάταξης, υβριδοποίησης και επιμήκυνσης, με συνθήκες για το συγκεκριμένο ζεύγος 
εκκινητών και για 25 κύκλους. Το τελευταίο στάδιο σε όλες τις αντιδράσεις είναι μια επώαση 
για 5 min στους 72oC. Στο δεύτερο στάδιο  το προϊόν της πρώτης αντίδρασης PCR 
χρησιμοποιείται για τη δεύτερη. Συγκεκριμένα, το μείγμα της αντίδρασης αποτελείται από 3 
μl προϊόντος της PCR, 2 μl εκκινητών (1 μl από τον καθένα, συγκέντρωσης 25 pmol), 5 μl 
10x ρυθμιστικού διαλύματος (Paq reaction buffer), 5 μl από μείγμα dNTPs με αρχική 
συγκέντρωση 10mM (Invitrogen, UK), 2,5 units Paq DNA πολυμεράση (Paq5000 
Polymerase, Agilent Technologies, USA), και ddH2O (ελεύθερο νουκλεασών) μέχρι τελικό 
όγκο 50 μl. Ακολουθούν τα 3 στάδια αποδιάταξης, υβριδοποίησης και επιμήκυνσης, με 
συνθήκες για το συγκεκριμένο ζεύγος εκκινητών όμως για 40 κύκλους. Το τελευταίο στάδιο 
σε όλες τις αντιδράσεις είναι μια επώαση για 5 min στους 72oC. 
 
 
2.7 Ηλεκτροφόρηση Προϊόντων της PCR 
Η εξέταση των αποτελεσμάτων της PCR έγινε με τη μέθοδο της ηλεκτροφόρησης των 
προϊόντων της αντίδρασης PCR σε πηκτή αγαρόζης. Με τον τρόπο αυτό προσδιορίζουμε 
ποιοτικά εάν ενισχύθηκε η περιοχή του DNA που μας ενδιαφέρει και εξακριβώνουμε ότι δεν 
πολλαπλασιάστηκαν, παράλληλα, μη ειδικά τμήματα DNA. 
Η συγκέντρωση του πηκτώματος στις περισσότερες ηλεκτροφορήσεις ήταν 2%. 
Πραγματοποιήθηκαν όμως μία ηλεκτροφόρηση με εκκινητές τους EUG3a,b,c/ EUC2 και 
μέγεθος προΐόντος 1487bp με συγκέντρωση πηκτώματος 1,5% και μία ηλεκτροφόρηση με 
εκκινητές τους HEV-B(481)/HEV-B(424) και μέγεθος προΐόντος 64bp με συγκέντρωση 
πηκτώματος 3% για την ανίχνευση αυτών των μικρότερων τμημάτων. Συγκεκριμένα, για ένα 
πήκτωμα 2% διαλύονται 1,2 gr αγαρόζης σε 60 ml ρυθμιστικού διαλύματος TBE (Tris Boric 
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EDTA). Προστίθενται επίσης και 100 μl βρωμιούχου αιθιδίου (1 μg/ml), το οποίο 
ενσωματώνεται στο DNA και φθορίζει σε μήκος κύματος 290 nm. Αφού στερεοποιηθεί το 
πήκτωμα, φορτώνουμε 10 μl του κάθε προϊόντος της PCR αναμεμιγμένα με 2 μl χρωστικής 
κυανό της βρωμοφαινόλης. Ως μάρτυρας μοριακού βάρους χρησιμοποιήθηκε το 100 bp DNA 
Ladder (Invitrogen, UK). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε τάση 120 Volts περίπου για 





































Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly






Έξι διαφορετικά ζεύγη εκκινητών χρησιμοποιήθηκαν σε αντιδράσεις PCR με σκοπό την 
ενίσχυση τμημάτων του γονιδιώματος των πρότυπων και κλινικών στελεχών των Coxsackie 
B ιών. Τα στελέχη μάρτυρες που χρησιμοποιήθηκαν για ενίσχυση με PCR ήταν ο Sabin 2 (S2) 
και CAV9 (Coxsackie A9) ως θετικοί μάρτυρες και Rd ως αρνητικός μάρτυρας. Τα 
αποτελέσματα παρουσιάζονται στους  Πίνακες 6 και  7. 
 
3.1 Αποτελέσματα PCR –Πρότυπα στελέχη 
Πιο αναλυτικά παρατηρούμε ότι το ζεύγος UG52/UC53 ήταν αποτελεσματικό στην ενίσχυση 
όλων των πρότυπων στελεχών των Coxsackie B ιών και  ενίσχυσε και  το στέλεχος Sabin 2 
που χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας αντίστοιχα. 
 Ομοίως, το ζεύγος ENV2/1200R, ήταν αποτελεσματικό σε όλα τα πρότυπα στελέχη των 
Coxsackie B ιών και ενίσχυσε και  το στέλεχος Sabin 2 αποτελεσματικά. Επίσης ζώνες στις 
375bp έδωσαν όλα τα πρότυπα στελέχη με το ζεύγος εκκινητών AN89/AN88 και ίδια 
ενίσχυση μαρτύρων. 
Οι εκκινητές EUG3a,b,c/EUC2 είχαν εξίσου θετικό αποτέλεσμα για όλα τα πρότυπα στελέχη, 
αλλά ενίσχυσαν μόνο το στέλεχος Sabin 2 και όχι το CAV9 που χρησιμοποιήθηκαν ως 
θετικοί μάρτυρες. 
Τα ζεύγη εκκινητών CHR1/CHR2 και HEV-B(481)/HEV-B(424) ενίσχυσαν εξίσου 
αποτελεσματικά όλα τα πρότυπα στελέχη, αλλά στην PCR με τους CHR1/CHR2 δεν 
ενισχύθε ο μάρτυρας Sabin 2 ενώ με τους HEV-B(481)/HEV-B(424), ενισχύθηκε ο θετικός 
μάρτυρας CAV9. 
 
Ορότυπος UG52/UC53 ENV2/1200R AN89/AN88 EUGa,b,c/EUC2 CHR1/CHR2 HEV-B(481)/  
HEV B(424) 
CVB1 + + + + + + 
CVB2 + + + + + + 
CVB3 + + + + + + 
CVB4 + + + + + + 
CVB5 + + + + + + 
CVB6 + + + + + + 
Πίνακας 6.: Συγκεντρωτικά αποτελέσματα PCR πρότυπων  CBV στελεχών και μαρτύρων. 
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3.2 Αποτελέσματα PCR –Κλινικά στελέχη 
Για την ενίσχυση 12 κλινικών στελεχών χρησιμοποιήθηκαν τα ίδια ζεύγη εκκινητών και τα 
συνολικά αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 7. 
Πιο ειδικά το ζεύγος εκκινητών UG52/UC53 ήταν εξίσου αποτελεσματικό σε όλα τα κλινικά 
στελέχη. 
 Για τους εκκινητές ENV2/1200R δεν παρατηρήθηκε ικανοποιητική ενίσχυση,  σε όλα τα 
κλινικά στελέχη. Διακριτές ζώνες έδωσαν μόνο τα 8 από τα 12 κλινικά δείγματα.   Το ζεύγος 
εκκινητών AN89/AN88 δεν οδήγησε στην ενίσχυση των περισσοτέρων κλινικών στελεχών 
εκτός τεσσάρων και ενός εκ των μαρτύρων, του CAV9. Ανεπιτυχής ενίσχυση έγινε και με 
τους εκκινητές EUG3a,3b,3c/EUC2 με μόνο 2 κλινικά στελέχη να δίνουν ζώνες ενίσχυσης. 
Τέλος, οι εκκινητές CHR1/CHR2 οδήγησαν σε επιτυχή ενίσχυση όλων των κλινικών 














98/74/2 CoxB1 + + - - + - 
99/74/1 CoxB1 + - - - + + 
118/95/2 CoxB2 + - - - + + 
116/95/2 CoxB2 + αχνή - - + + 
109/85/1 CoxB3 + - - - + + 
77/78/13 CoxB3 + + + - + + 
69/86/1 CoxB4 + - - - + + 
169/75/1 CoxB4 + + - - + + 
14/76/1 CoxB5 + + - - + + 
254/77/1 CoxB5 + + + - + + 
86/73/1 CoxB6 + + + + + + 
7/73/19 CoxB6 + + + + + + 
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3.3 Αποτελέσματα ελέγχου ευαισθησίας 
Για τα 6 ζεύγη εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε 
έλεγχος ευαισθησίας  με το δείγμα CoxB6 από τα πρότυπα δείγματα, σε συγκεντρώσεις 105 
TCID/0,1ml, 10
3
 TCID/0,1ml 10 TCID/0,1ml, 1 TCID/0,1ml, και 10-1 TCID/0,1ml. Τα 




UG52/UC53 ENV2/1200R AN89/AN88 EUGa,b,c/EUC2 CHR1/CHR2 HEV-B (481) 
/HEV B(424) 
10
5 + + + + + + 
10
3 + + + + + + 
10 + - + + - + 
1 + - - + - + 
10
-1 + - - - - + 
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Οι Coxsackie B ιοί (CVB) έχουν συσχετιστεί με μια ποικιλία ασθενειών του ανθρώπου που 
κυμαίνονται από συμπτώματα κοινού κρυολογήματος, ήπια γαστρεντερική δυσφορία έως και 
περικαρδίτιδα, μυοκαρδίτιδα, παγκρεατίτιδα και άσηπτη μηνιγγίτιδα. Προκαλούν μια ευρεία 
ποικιλία συμπτωμάτων. 
Η διάγνωση της μόλυνσης με εντεροϊούς και ο χαρακτηρισμός τους μπορεί να είναι 
πολύπλοκη διαδικασία. Η δυσκολία οφείλεται στο γεγονός ότι οι εντεροϊοί μπορούν να 
βρίσκονται στο αναπνευστικό και γαστρεντερικό σύστημα τόσο υγιών όσο και ασθενών 
ατόμων με μεγάλη ποικιλία στην κλινική εικόνα καθώς οι μολύνσεις είναι συνήθως 
ασυμπτωματικές ή παρουσιάζουν ήπια συμπτώματα. Λόγω της ομοιότητας των 
συμπτωμάτων που προκαλούνται από διαφορετικούς τύπους εντεροϊών, υπάρχει ανάγκη όχι 
μόνο διάγνωσης αλλά και ταυτοποίησής τους. Επίσης λόγω του υψηλού ρυθμού εξέλιξής 
τους είναι ανάγκη να γνωρίζουμε πληροφορίες από διάφορα τμήματα του γονιδιώματός τους. 
Η γρήγορη ανίχνευση και ταυτοποίησή  τους, όπως και των υπόλοιπων Εντεροϊών, 
επιτυγχάνεται πλέον με την εφαρμογή των σύγχρονων μοριακών μεθόδων RT-PCR, 
στοχεύοντας και ενισχύοντας τμήματα σε διάφορες περιοχές του γονιδιώματός τους. Στην 
παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν 6 ζεύγη κατάλληλων εκκινητών που στοχεύουν σε 
διαφορετικές περιοχές του γενώματος των εντεροϊών (Πίνακας 4). Όπως φαίνεται και από 
προηγούμενες συγκριτικές μελέτες (Kottaridi et al., 2004, Bolonaki et al., 2005) κάθε 
περιοχή ενδείκνυται για διαφορετικό σκοπό. 
Η 5’ UTR είναι μια σχετικά συντηρημένη περιοχή στο γονιδίωμα των Εντεροΐών. Για το 
λόγο αυτό η ενίσχυση τμημάτων της χρησιμοποιείται για την ανίχνευσή τους (Bolanaki et al., 
2005, Kyriakopoulou et al., 2012. Στην 5’ UTR  εφαρμόστηκαν δύο ζεύγη εκκινητών . Το 
ζεύγος UG52/UC53 ήταν αποτελεσματικό στην ανίχνευση τόσο των πρότυπων όσο και των 
κλινικών στελεχών. Οι UG52/UC53 είναι οι καταλληλότεροι εκκινητές για την ανίχνευση 
πρότυπων και κλινικών στελεχών διότι  στοχεύουν σε πολύ συντηρημένες περιοχές με 
δευτεροταγείς δομές. Το δεύτερο ζεύγος εκκινητών που στοχεύει στην 5’UTR/VP2 περιοχή, 
οι ENV2/1200R, ήταν εξίσου αποτελεσματικό σε όλα τα πρότυπα στελέχη στα οποία 
δοκιμάστηκε αλλά όχι και σε όλα τα κλινικά.Αυτό πιθανότατα οφείλεται στο γεγονός ότι η 
VP2 καψιδιακή περιοχή βρίσκεται στο εξωτερικό του καψιδίου και φέρει αντιγονικές 
περιοχές, δεχόμενη εξελικτική πίεση, και έτσι καθίσταται αρκετά ευμετάβλητη και εύκολα 
συσσωρεύει μεταλλάξεις. 
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 Στην VP1 περιοχή, εφαρμόστηκε το ζεύγος εκκινητών AN89/AN88, το οποίο ενίσχυσε 
αποτελεσματικά όλα τα πρότυπα δείγματα αλλά δεν είχε τα επιθυμητά αποτελέσματα και στα 
κλινικά δείγματα καθώς ενίσχυσε μόνο 4 από αυτά. Αυτό μπορεί να οφείλεται στο γεγονός 
ότι οι εκκινητές ΑΝ89/ΑΝ88 είναι εκφυλισμένοι όπως φαίνεται και από την αλληλουχία τους 
(Πίνακας 4).Βέβαια πρέπει να έχουμε κατά νου ότι η VP1 πρωτεΐνη, όπως και η VP2, 
βρίσκεται στο εξωτερικό του καψιδίου των εντεροϊών και φέρει τα κύρια αντιγονικά σημεία 
του ιού. Η περιοχή αυτή χαρακτηρίζει τον ορότυπο του ιού και θεωρείται η καταλληλότερη 
για την μοριακή ταυτοποίηση των διαφόρων οροτύπων εντεροϊών (Oberste et al., 2004). 
Λόγω του υψηλού ρυθμού μεταλλάξεων που εμφανίζεται στην συγκεκριμένη περιοχή είναι 
προτιμότερη η χρήση εκφυλισμένων εκκινητικών μορίων παρέχοντας την δυνατότητα 
αναγνώρισης και ενίσχυσης περισσότερων στελεχών εντεροϊών (Nix et al., 2006).   
Επίσης, οι εκκινητές EUG3a,b,c/EUC2a, ενισχύουν ένα μεγάλο τμήμα του γονιδιώματος που 
περιλαμβάνει το 3’ άκρο της VP1, τις 2Α, 2Β και το 5’ άκρο της 2C περιοχής. Οι εκκινητές 
αυτοί ομοίως έδωσαν ζώνες για όλα τα πρότυπα στελέχη αλλά απέτυχαν να ενισχύσουν και 
όλα τα κλινικά. Μόνο 2 από αυτά ενισχύθηκαν. Το αποτέλεσμα αυτό πιθανότατα οφείλεται 
στο γεγονός ότι η VP1 καψιδιακή περιοχή εμφανίζει το μεγαλύτερο ποσοστό 
μεταβλητότητας και μπορεί να υφίσταται μεταλλάξεις (Muir et al., 1998). 
 
Το επόμενο ζεύγος εκκινητών που χρησιμοποιήθηκε, CHR1/CHR2, ενισχύει ένα τμήμα που 
περιλαμβάνει τις 2C και 3A περιοχές. Ενίσχυσε αποτελεσματικά όλα τα πρότυπα και κλινικά 
στελέχη και τους μάρτυρες, εκτός από το εμβολιακό στέλεχος S2, λογικό αφού οι εκκινητές 
αυτοί σχεδιάστηκαν βάση των HEVB και ο S2 είναι HEVC. 
Στην 3’UTR περιοχή εφαρμόστηκε το ζεύγος HEV-B(481)/HEV-B(424) με εξίσου πολύ 
αποτελεσματική ενίσχυση όλων των στελεχών, πρότυπων και κλινικών.Και αυτοί οι 
εκκινητές δεν έδωσαν ζώνη για τον μάρτυρα S2 καθώς σχεδιάστηκαν για να ανιχνεύουν ιούς 
της ομάδας των ΗEVB μόνο και όχι των HEVC. 
Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας καταδεικνύουν την καταλληλότητα κάποιων 
εκκινητικών μορίων για την ανίχνευση και ενίσχυση διαφόρων περιοχών του γονιδιώματος 
των Coxsackie B ιών. Ιδιαίτερα ενθαρρυντικά είναι τα αποτελέσματα για  την ενίσχυση των 
δύο ακραίων περιοχών του γονιδιώματος. Με τη χρήση τους μπορούμε να συλλέξουμε 
πληροφορίες από διάφορα σημεία του γενώματος τους καθώς επίσης παρέχουν τις 
αλληλουχίες για το σχεδιασμό εκκινητικών μορίων με απώτερο στόχο την ενίσχυση 
ολόκληρου του γονιδιώματος κυκλοφορούντων στελεχών. 
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